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Resumo

Uma das inovagoes da nanotecnologia na nutricao ¢é a possibilidade de peliculas comestiveis
formadas por biopolimeros veicularem nutrientes nanoencapsulados e consequentemente enri-
quecer nutricionalmente o alimento revestido. A nanoencapsulagao protege um ativo sensivel
a elementos pré-oxidantes por constituir uma barreira fisicoquimica a este. A vitamina A é
um importante nutriente a ser considerado, pois a sua deficiéncia é um problema nutricional
no mundo e é um nutriente sensivel a tais elementos. Este estudo se propds a sintetizar e ca-
racterizar uma nanoemulsao de dleo de canola e nanoparticulas de quitosana contendo acetato
de retinol para serem incorporadas em uma pelicula comestivel elaborada pela combinacao
de amidos de milho e de mandioca para revestimento de macas. A presenca de acetato de
retinol foi confirmada por espectrometria de massa MALDI-TOF. Sintetizou-se nanoemulsoes
de 6leo de canola (caNE) com didmetro hidrodindmico médio de 228,83 + 11,83 nm, com
instabilidade coloidal incipiente (potencial-¢ de -29,3 £ 0,0 mV ) e polidispersas (PdI = 0,708
+ 0,021), com formacao de goticulas oleosas com formato esférico, isoladas e sem formagao
de agregados. O método de sintese foi reprodutivel e as nanoemulsdes permaneceram estaveis
por até 60 dias apds sua obtencao. Estas aprisionaram 100% do acetato de retinol e a li-
beracao deste ativo foi minima (<20 %) em fluido mimético gastrico (FMG) e relevante em
fluido mimético intestinal (FMI) (>80%). As nanoparticulas de quitosana (qsNP) formadas
apresentaram didmetro hidrodindmico médio igual a 1398,00 &+ 52,71 nm, divididas em duas
subpopulagoes, a maior com £ 100 nm e a menor + 1000 nm, sendo dessa forma considerado
um nanossistema composto por microparticulas e nanoparticulas. Estas qsNP apresentaram
excelente estabilidade coloidal (potencial-¢ = 54,2 + 0,7 mV) e baixa polidispersao (Pdl =
0,365 £ 0,035). O método de obtencao das qsNP foi reprodutivel, propiciando nanoparticulas
estdveis até 21 dias apds a sua obtencao. A eficiéncia de encapsulacao das gsNP foi de 98,67%
e a liberagao do ativo ocorreu principalmente em FMG (>100%). Houve formagao de solugao
filmogénica (SF) transparente, incolor e inodora. As macas submetidas a revestimento, inde-
pendente do tratamento recebido apresentaram boa aparéncia geral e nao sofreram alteragoes
de brilho e cor ao longo dos dez dias de observacao. O grupo de magas revestidas com SF, SF
e caNE e caNE perderam mais massa (%) do que as do grupo tratado com dgua. Contudo,
o grupo de macas tratadas com SF e qsNP e gsNP foram os com menores perdas de massa
(%). Conclui-se que houve a formagao de nanoestruturas por dois métodos diferentes. A oti-
mizag¢ao dos métodos possibilitou a formacao de nanoestruturas capazes de aprisionar acetato
de retinol com alta eficiéncia de encapsulagao. Dentre as duas, a caNE ofereceu o perfil de
liberacao mais indicado para o nanoaprisionamento de acetato de retinol pois a liberagao é
retardada em FMG e rapida em FMI, protegendo este ativo até o local alvo da sua liberagao.
Ambas nanoestruturas sao passiveis de serem aplicadas as macas pela pelicula comestivel de

amidos podendo ser empregadas no enriquecimento nutricional de alimentos.

Palavras-Chave: Nanoencapsulagao, Revestimentos Comestiveis, Peliculas Comestiveis,

Vitamina A, Retinol, Biopolimeros, Quitosana, Amido.



Abstract

One of nanotechnology’s innovations in nutrition is the possibility of edible films formed by
biopolymers entrap nanocapsulated nutrients and hence, enhance the nutritional value of
the coated food. The nanoencapsulation protects sensitive actives from pro-oxidant elements
mainly because it constitutes a physical and chemical barrier. The vitamin A is an important
nutrient to be considered to nanoentrapment, because its deficiency is a nutritional problem
around the world and is a sensitive nutrient to such pro-oxidant elements. This study aimed
to synthesize and characterize a nanoemulsion of canola oil and also chitosan nanoparticles
containing retinol acetate to be incorporated into an edible film prepared by a combination
of corn and cassava starches to coat apples. The presence of retinol acetate was confirmed
by MALDI-TOF mass spectrometry. Canola oil nanoemulsions were synthesized (caNE) and
reached an average hydrodynamic diameter of 228.83 4+ 11.83 nm, with incipient colloidal
instability (Zeta potential of -29.3 £ 0.0 mV), and polydisperse (Pdl = 0.708 & 0.021). There
was the formation of oily droplets with spherical shape, isolated and without aggregates. The
synthesis method was reproducible and nanoemulsions remained stable up to 60 days after
formulation. These entrapped 100% of retinol acetate and the release of this active was low
(<20 %) in mimetic gastric fluid (MGF) and was mainly released in mimetic intestinal fluid
(MIF) (>80%). The nanoparticles of chitosan (qsNP) had an average hydrodynamic diameter
of 1398.00 £ 52.71 nm, divided into two subpopulations, abundant with + 100 nm and the
lowest with + 1000 nm. These qsNP showed excellent colloidal stability (Zeta potential =
54.2 £ 0.7 mV) and low polydispersity (PdI = 0.365 £+ 0.035). This method was reproduci-
ble, providing stable nanoparticles within 21 days. The encapsulation efficiency of the qgsNP
was 98.67% and the release profile indicated that it occurs mainly in MGF (>100%). It was
formed a film solution (SF) clear, colorless and odorless. The coated apples, independent of
treatment, showed good general appearance and did not undergo brightness and color chan-
ges over the ten days of observation. The group of apples coated with FS, FS and caNE and
caNE lost more mass (%) than the group treated with water. However, the coated apples
treated with FS and qsNP and gsNP lost less mass (%). It is concluded that there was the
formation of nanostructures by two different methods. The optimization of these methods
allowed the formation of nanostructures able to nanoencapsulate retinol acetate with high
encapsulation efficiency. Among the two nanostructures, the caNE offered the most appropri-
ate release profile for retinol acetate since the release was delayed at MGF and very quick at
MIF, protecting this active until it reached the target site of release. Both nanostructures are

capable of being carried by starch edible film and may be used in nutritional food fortification.

KeyWords: Nanoencapsulation, Edible Coatings, Edible Films, Vitamin A, Retinol,
Biopolymers, Chitosan, Starch.
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1 Introducao

A nanociéncia e a nanotecnologia tém demonstrado potencial para solucionar desafios
enfrentados pela sociedade. Hé na literatura autores [36] que sugerem que a nanotecnologia
serd o préximo grande avango cientifico capaz de revolucionar a sociedade [15] [73] por,
possivelmente, ser foco de uma nova revolucao industrial [17] [85] [45].

Perspectivas a parte, atualmente o rapido avango da nanociéncia e da nanotecnologia
tem ampliado o leque de inovagoes em diversas dreas do conhecimento [15] [73] [27] [11] e a
ciéncia da nutricao é uma das areas em que a nanotecnologia ganha importancia. Isso porque
suas inovagoes podem perpassar todas as fases da cadeia produtiva de alimentos e resultar
em incremento nao somente na oferta como também na sua qualidade nutricional e sanitaria
destes [85] [57] [36] [55] [27] [15] [11] [73] [20] [95] [56].

De maneira mais especifica, dentre as possiveis inovacoes tecnolégicas da nanotecnologia
na nutricado, pode-se citar como aplicacao pratica as peliculas comestiveis. Uma pelicula
comestivel é uma camada fina de material comestivel que reveste um alimento [24], princi-
palmente os hortifritis, em sua forma in natura ou minimamente processados [24]. Esta é
um complemento aos métodos usuais de conservagao pés colheita [24] e que age como uma
barreira entorno do alimento [33] e, consequentemente, protege-o de danos mecanicos, fisicos,
quimicos e de atividades microbiolégicas [31] [51].

A nanotecnologia pode inovar as peliculas comestiveis no tocante as suas caracteristicas es-
truturais e funcionais. Dentre as funcionalidades emergentes, estéd a possibilidade das peliculas
veicularem nutrientes nanoencapsulados e, consequentemente, enriquecer nutricionalmente o
alimento revestido [29]. A nanoencapsulagao oferece protegao a um ativo pois pode constituir
uma barreira fisico-quimica [44] a diversos elementos pré-oxidantes.

Nesse contexto, a vitamina A é um importante nutriente a ser considerado. Devido & sua
importancia para o organismo humano, ja que estd envolvida em vérias fun¢ées metabdlicas,
[106] [91] [21] e ao fato de que a sua deficiéncia é um dos principais problemas nutricionais
no mundo [13] [5] [53], é necessdrio o desenvolvimento de novas estratégias para a oferta
desse nutriente e a sua veiculagao, sob protecdo em nanoestruturas, por peliculas comestiveis
aplicadas em frutos populares parece ser uma estratégia promissora.

Dessa forma o objetivo deste estudo foi sintetizar e caracterizar uma nanoemulsao de 6leo

de canola e nanoparticulas de quitosana contendo acetato de retinol para serem incorporadas

15



em uma pelicula comestivel elaborada pela combinacao de amidos de milho e de mandioca

para revestimento de macgas.
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2 Revisao Tedrica

2.1 A Nanotecnologia

Ja na antiguidade é possivel identificar o uso empirico de materiais nanoestruturados por
artesaos e fabricantes de utensilios metalicos, ceramicos e de vidro. Um exemplo é o Célice do
Licurgo (figura 1) produzido por um vidreiro medieval no periodo romano (30 a.C - 640 d.C)
e atualmente disponivel para visitacao no Museu Britanico em Londres, na Inglaterra. Esse
calice possui coloracao verde ou vermelha, dependendo da incidéncia da luz, pois, conforme

andlise atual, possui nanoparticulas de ouro e prata com tamanho similar ao do comprimento

de onda da luz visivel que lhe confere caracteristica dicroica [64] [58].

Figura 1: Célice do Licurgo sob diferentes incidéncias de luz. Fonte: Museu Britanico -
http://www.britishmuseum.org.

A nanociéncia surge como um campo de estudo no final do século vinte e os primeiros
conceitos fundamentais que a embasam foram citados, de maneira ainda pouco desenvolvida,

pelo fisico norte americano Richard Feynman em uma reunido da Sociedade Americana de
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Fisica no Instituto de Tecnologia da Califérnia em 29 de dezembro de 1959. Em sua pales-
tra, intitulada “There’s a plenty of room at the bottom”, Feynman suscitou a possibilidade
de manipular dtomos e moléculas com o objetivo de alcancar unidades proporcionalmente
menores [35] [75].

Embora haja a crenga comum de que as idéias de Feynman (1960)[35] representem a
origem da nanotecnologia contemporanea é importante ressaltar que somente em 1974 o termo
“nanotecnologia” foi definido. O fisico japonés Norio Taniguchi em seu trabalho intitulado
“On the Basic Concept of Nanotechnology” que descreve a producgao de matérias em escala
nanométrica define o termo da seguinte forma: ”Nanotecnologia” consiste principalmente do
processamento, separacao, consolidacao e deformacao dos materiais por um atomo ou uma
molécula” [64] [69].

Nos ultimos trinta anos, com o avancar da ciéncia o conceito de nanotecnologia vem
sendo modificado e aprimorado, porém ainda nao hé um consenso internacional para o termo.
Contudo, diferentes organizagoes governamentais e alguns estudos compartilham o que parece
ser o mais difundido conceito, estabelecido pela Iniciativa Nacional de Nanotecnologia dos
Estados Unidos que a define como “a compreensao e controle da matéria em dimensoes de
cerca de 1-100 nm, onde fendmenos tinicos permitem novas aplicagoes” [58] [23] [85] [3].

Apesar de difundido, hé controvérsia em relacdo a este conceito no que se refere a faixa
de tamanho (1-100 nm) das nanoparticulas visto que o diferencial sao as propriedades tinicas
apresentadas por materiais em nanoescala e que nao necessariamente estao entre 1 e 100 nm.
Por exemplo, uma publicacdo recente na Sociedade Americana de Quimica, ao definir nano-
tecnologia ressaltam as propriedades tnicas que sao dependentes do tamanho, sem limitar a
faixa de tamanho [82].

E importante salientar que existe diferenca entre os termos nanociéncia e nanotecnolo-
gia. O primeiro refere-se ao estudo dos principios fundamentais das moléculas e estruturas
nanométricas, enquanto que o segundo refere-se as aplicagoes tecnologicas dessas moléculas
e estruturas em dispositivos e objetos. O prefixo “nano”, presente nos termos nanociéncia e
nanotecnologia, é derivado de uma palavra Grega que significa “anao”. Baseando-se em uma
definicao mais técnica, o prefixo “nano” indica a bilionésima parte de uma unidade. Dessa
forma o nanémetro é a bilionésima parte de um metro, ou seja, 10~ metro [23] [3] [69] [45]

[19] [97] [17] [7].
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Para contextualizar a dimensao do nanémetro, Kovvuru et al (2012) [69], no estudo da na-
notecnologia como ciéncia emergente na odontologia, compara os tamanhos de um nanémetro
e de um metro como sendo uma bolinha de gude para o tamanho da terra, respectivamente,
e também que um nandémetro é o comprimento de barba humana que cresce no tempo que
um homem demora para levantar a navalha a face. Outra colocagdo interessante a respeito
das dimensbes nanométricas foi colocada por Sekhon (2010), que diz que nanomateriais sao
tao pequenos que até mesmo uma bactéria precisaria de um microscépio para visualiza-los.

E justamente as dimensbes nanométricas das particulas que sdao o grande diferencial.
Feynman (1960) [35], em sua palestra, ja reconhecia que havia distingdo no comportamento
de particulas nano em relacdo as particulas macro do mesmo elemento quimico. Isso se
explica devido ao fato de que a medida que o tamanho das particulas fica reduzido, ha
um enorme aumento relativo entre area de superficie e o volume. Consequentemente, ha
mudancas na natureza das interacoes das forcas entre as moléculas constituintes do material.
Sendo assim, materiais com tecnologias "nano”, devido as propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas fundamentalmente diferentes, possuem comportamentos distintos que oferecem
aplicagoes funcionais singulares e inovadoras de interesse ao processo de producao industrial
[75] [85] [47].

Diversos estudos relacionam as propriedades inovadoras com o interesse industrial na
nanotecnologia, pois este comportamento distinto proporciona avangos incrementais na ela-
boragao de produtos ja conhecidos e na introducao de produtos inovadores. Esse interesse
industrial se da devido ao fato de que na nanotecnologia, a partir da manipulacao de atomos
e moléculas, é possivel projetar, processar e manufaturar materiais e estruturas em escala
nanométrica e também integrar estas estruturas em sistemas maiores. Envolve conhecimento
interdisciplinar que perpassa a fisica, a quimica, a matemadtica e a biologia [3] [45] [19].

A ciéncia em nanoescala e a nanotecnologia sao identificadas por alguns autores como
de grande potencial para solucionar desafios atuais e futuros da sociedade com significativos
impactos em aspectos e economia global, producao industrial e da vida das pessoas. Fischer
(2012) [36] aponta que a nanotecnologia serd o préximo grande avango cientifico que vai
revolucionar a sociedade, enquanto Chaundry e Castle (2011) e Vazquez, Brunner e Siegrist
(2012) [15] [73], de forma mais especifica, consideram a nanotecnologia como o foco de uma

nova revolugao industrial [17] [85] [45].
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A nanociéncia alcanca fronteiras cientificas amplas e a nanotecnologia tem adquirido
relevancia bastante significativa e ganhado for¢a como ferramenta lider mundial. Huang
(2012) [57] afirma que pafses em amplo desenvolvimento, como é o caso da China, India e
do Brasil, que desenvolvem pesquisas na area, tém potencial para serem lideres globais em
nanotecnologia [85] [17] [101].

O rapido avanco da nanociéncia e da nanotecnologia possibilitou um salto em inovagoes
em diversas areas tecnoldgicas e nos ultimos anos abriu novas perspectivas para diversos
setores industriais e de consumo, incluindo os setores de pesquisa e desenvolvimento tanto
publico quanto privado, com prospec¢ao para produgao e consumo comum significativo em
larga escala [15] [73] [27] [11].

Na produgao industrial, sua aplicabilidade, de um modo extremante singular, alcanca a
producao de cosméticos, farmacos, equipamentos médicos, energia, seguranca, tecidos, produ-
tos biotecnoldgicos e do setor agro-alimentar. Greiner (2009) [45] cita exemplos de produtos
da nanotecnologia que atualmente estao no mercado, dentre eles “os téxteis antibacterianos,
protetores solares transparentes, tecidos que repelem agua e odor, tinta livre de arranhoes
para automéveis, revestimentos repelentes de sujeiras, janelas autolimpantes, bolas de ténis
mais eldsticas, raquetes de ténis mais rigidas [101].

De acordo com a Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (2013), nos Estados Unidos o
financiamento federal direcionado ao avango das nanotecnologias para 2014 foi orcado para
$1,7 bilhao de délares enquanto que para 2013 esse investimento foi de $1,6 bilhdo e em 2004
foi de $0,9 bilhdo. Em termos de investimento financeiro global em nanotecnologia é possivel
verificar um aumento nos ultimos dez anos. Para o ano de 2004 o investimento alcangou $7
bilhdes enquanto que a estimativa para os anos de 2011-2015 é de 1 trilhao [58].

Uma das areas em que a nanotecnologia ganhou importancia recentemente é a ciéncia
da nutricdo. Do campo a mesa, ou seja, em todas as fases da cadeia produtiva, o uso da
nanotecnologia tem o potencial de revolucionar incrementando nao s6 a oferta de alimentos
mas também a qualidade nutricional e sanitaria. Em se tratando de aplicagoes da nanotecno-
logia na cadeia produtiva de alimentos, ha uma vasta lista de aplicagoes que jé sao utilizadas
e também as potenciais, dentre as quais: o uso de nanossensores para acompanhamento do
crescimento das culturas e controle de pragas, pesticidas em culturas, identificacao de doencas

em plantas e animais; funcionalizacao de alimentos por meio de aditivos nanoencapsulados
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com melhor solubilidade em dgua e estabilidade térmica que permitem alteragoes nutricionais
e sensoriais nos alimentos; sistemas de veiculagao inteligente de principios ativos ou micronu-
trientes com maior biodisponibilidade; embalagens inteligentes que respondem as condigoes
do ambiente, detectam contaminantes e organismos patogénicos e controlam a deterioracao
do alimento; aumento da eficiéncia dos filtros para bebidas [85] [57] [36] [55] [27] [15] [11] [73]
[20] [95] [56].

Todas as possibilidades citadas podem gerar beneficios a producao e principalmente ao
consumidor final que dependendo da tecnologia aplicada pode contar com redugao no uso de
conservantes, sal, gordura e surfactantes em produtos alimentares, sabores novos ou melho-
rados, texturas e sensacoes, melhor captagao, absorcao e biodisponibilidade de nutrientes e
suplementos no corpo [27].

Considerando a importancia econdmica dos investimentos direcionados & pesquisa e desen-
volvimento em nanotecnologias aplicadas aos alimentos, houve um aumento do valor global
investido de $7 bilhoes de ddlares no ano de 2006 para $20,4 bilhoes de ddlares em 2010. E
importante ressaltar que o nimero de empresas buscando pesquisa e desenvolvimento em na-
notecnologias aplicadas ao setor agricola e alimentar vem aumentando. Enquanto que no ano
de 2006 havia cerca de 400 empresas, a estimativa para o ano de 2015 é de aproximadamente

1000 empresas [85].

2.2 Nanoencapsulamento

Dentre os possiveis sistemas de veiculagao inteligente de ativos, o nanoencapsulamento
é uma estratégia promissora. Constituintes organicos que estdo naturalmente presentes em
alimentos (ex.: proteinas, carboidratos e lipideos) podem variar em tamanho, desde grandes
polimeros até pequenas moléculas. Esses nanomateriais organicos podem ser manipulados
para fins especificos, como, por exemplo, o nanoencapsulamento [20]. A nanoencapsulagao é
uma alternativa tecnoldgica que oferece protecao a um ativo pois pode constituir uma barreira
fisicoquimica [44] & diversos agentes.

Imobilizando o ativo em uma plataforma de encapsulamento, ou seja, em um adequado
transportador, é possivel oferecer resisténcia a acao de diversos fatores, como, por exemplo,
radicais livres, oxigénio, variagoes de temperatura, alteracoes de pH, incidéncia de luz (UV),

acao de enzimas, etc. Além da protecdo, é possivel mascarar sabores ou odores desagradéveis,
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melhorar a biodisponibilidade de nutrientes, controlar a liberacdao e melhorar a solubilidade
de ingredientes e ativos insoliveis em sistemas aquosos [20].

Os sistemas classicos desenvolvidos em nanoencapsulagao baseiam-se em encapsulamento
em reservatérios ou matrizes onde respectivamente as (i) formulagoes de base lipidicas apri-
sionam o ativo ou as (ii) formulacoes aprisionam o ativo na matriz de um polimero [44]. Nos
ultimos dez anos, foram diversos os estudos que utilizaram-se de ao menos um desses sistemas
para o nanoencapsulamento de diferentes ativos.

Giroux, Houde e Britten (2010) desenvolveram nanoparticulas estaveis a partir de proteinas
soluveis de soro de leite (whey protein) com potencial para serem uma plataforma de encap-
sulamento para compostos sensiveis, tais como aromas ou nutracéuticos [43]. A proteina
isolada do soro do leite também foi utilizada nos estudos de Abbasi (2014) na obtengao de
nanoparticulas capazes de encapsular vitamina Djg (colecalciferol). Ficou demonstrado que
a nanoestrutura foi capaz de aprisionar a vitamina e retardar a sua degradagdo em presenca
de oxigénio resultando em aumento do tempo de prateleira [1]. Ainda a partir do leite, Pan,
Yao e Jiang (2007) utilizaram caseina para desenvolver nanoparticulas com potencial para
sistema de encapsulamento de diferentes nutrientes instaveis e hidrofébicos [87].

Donsi et al (2011) formularam nanoemulsdes com dleos vegetais (girassol e palma), in-
corporando compostos antimicrobianos, uma mistura de terpenos extraidos de Melaleuca
alternifolia e D-limoneno para verificar se esses compostos mantinham ou até mesmo au-
mentavam a atividade antimicrobiana. As formulagoes foram testadas em sumos de fruta
inoculados com Saccharomyces cerevisiae, Escherichia colie, Lactobacillus delbrueckii. Den-
tre outros resultados, os autores observaram que as nanoemulsoes com baixas concentragoes
dos terpenos foram capazes de retardar e inibir o crescimento microbiano sem prejudicar as
propriedades organolépticas dos sucos de frutas [26].

A vitamina E, grupo de diferentes tocoferois e tocotrienois tiveram foco nos trabalhos de
nanoencapsulacao. Cheong et al (2008) desenvolveram nanodispersoes contendo a-tocoferol,
que demonstraram estabilidade fisico-quimica quando armazenados sob refrigeragao (4° C)
[18]. Em estudo com isémeros de tocoferol, Kuo et al (2008) obtiveram diferentes na-
noemulsoes contendo estes ativos. KEssas nanoemulsoes demonstraram propriedades anti-
inflamatorias em ratos CD-1, maior biodisponibilidade em comparacao com suspensoes desses

compostos e concentragao plasméatica de vy-tocoferol em montantes similares aos encontrados
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para o a-tocoferol, que é mais biodisponivel [70]. Cheng e Wagner (2004) desenvolveram
com sucesso nanoparticulas de amido aprisionando a-tocoferol para superarem os problemas
de estabilidade fisica, turbidez, problemas sensoriais e preocupacoes regulatérias que existem
com os produtos de vitamina E que estao no mercado [16].

Os carotenoides, por serem um grupo de compostos lipossoliveis, possuem moléculas
sensiveis que devem ser preservadas de elementos pré-oxidantes (ex.: luz, oxigénio e calor).
Essa estabilidade e a biodisponibilidade podem ser melhoradas por nanoencapsulagao [48], o
que foi demonstrado por estudos desenvolvidos nos ultimos dez anos.

Ribeiro et al (2008) desenvolveram nanoparticulas de um polimero biodegraddvel carre-
gadas com f-caroteno com alta estabilidade [50]. Yuan et al (2008) obtiveram nanoemulsoes
do tipo 6leo em dgua aprisionando [S-caroteno que tiveram boa estabilidade fisica mas de-
gradacao quimica significativa do [-caroteno durante quatro semanas de armazenamento
[117], resultado que confirmou os encontrados por Tan e Nakajima (2005) [103]. J& Sheng
et al (2014) sintetizaram nanoparticulas carregadas com [-caroteno por precipitagao antis-
solvente sob ultrassom. Por esse método a composicao quimica foi mantida mesmo apds o
tratamento com ultrassom e rapida dissolugao em meio aquoso [99].

Kim et al (2006) desenvolveram nanoparticulas de quitosana nanoencapsulando retinol.
Os resultados demonstraram que a concentracao de retinol nanoencapsulado foi similar a
inicial usada na formulagao. Também houve um aumento de solubilidade do retinol em 1600
vezes. As nanoparticulas eram estdveis e mantiveram as caracteristicas peculiares do retinol

[68].

2.3 Vitamina A

A vitamina A foi identificada por McCollum e Davis entre 1907 e 1913. Na época, os
autores concluiram que “existia, em alguns alimentos, um fator de crescimento soluvel em
lipideos (primeiramente nomeado de fator “lipossolivel A", ao contrario do “fator hidros-
solivel B ") além do préprio lipideo e que este fator foi essencial para o nosso crescimento e
sobrevivéncia”[79] [78].

Vitamina A ou retinol, hoje amplamente conhecida e reportada na literatura cientifica,
é um nutriente essencial lipossoluvel que estd envolvido em varias fungoes metabdlicas no

organismo, como ja havia referido McCollum e Davis, e é derivada de fontes animais e vegetais
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sob a forma de diferentes compostos, os retinoides [106] [91] [21].

Os retinoides constituem um grupo de compostos relacionados com a vitamina A, in-
cluindo os seus analogos naturais e sintéticos, com ou sem atividade biolégica. Os retinoides
contém uma estrutura basica constituida de trés partes: um anel ciclohexeno trimetilado,
que é um grupo hidrofébico volumoso; uma cadeia lateral conjugada, que serve como uma
unidade de ligagao; e um grupo funcional, tipicamente um acido carboxilico (figura 2) [106]

[94].
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Figura 2: Estrutura bésica de retinoides e exemplos de retinoides dietéticos pré e pro vitamina
A.

A depender da origem do alimento fonte de vitamina A, é possivel separar o retinoide
em duas categorias: pré vitamina A e pré vitamina A. A vitamina A encontrada em fontes
animais é chamada de pré vitamina A. Esta é obtida na forma de esters de retinil e é absorvida
na a forma de retinol. Os alimentos fontes incluem figado, leite integral, ovos e carnes. Retinol
pode ser transformado em outras formas ativas (retinal e dcido retinoico) no corpo [113] [96]
[21].

A vitamina A encontrada em alimentos derivados de plantas, sao denominadas pro vita-
minas A e sao obtidas sob a forma de carotenoides que podem ser biologicamente convertidos
em um precursor de vitamina A em organismos animais. Apesar de mais de 700 carotenoides
terem sido identificados na natureza, apenas cerca de 50 podem ser convertidos ao retinol
[106].

Dentre os carotenoides provitaminicos A (por exemplo « - Caroteno, - Caroteno e (3 -
Criptoxantina), o 3 - Caroteno é o o mais distribuido em alimentos e o mais ativo, ou seja o que

possui a maior taxa de conversao a retinol. Os carotenoides sao encontrados principalmente
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em vegetais folhosos verdes e frutas de coloragao amarela e laranja. Por exemplo, cenouras
sao de cor laranja devido a quantidades elevadas de « e 8 - Caroteno, as laranjas e tangerinas
sao laranja por causa da alta quantidades de § - Criptoxantina [113] [13] [108] [106].

Em relacao aos retinoides de fontes sintéticas, o acetato e o palmitato de retinol sdo as
formas comumente utilizadas em suplementos alimentares e na fortificagao de alimentos. Por
exemplo o palmitato de retinol é adicionado a leites desnatados e o acetato de retinol é por
vezes adicionada a iogurtes [106].

Independente da fonte, uma vez que o retinoide chega ao intestino inicia-se o processo de
bioconversao. A bioconversdo ocorre sucessivamente, iniciando no intestino, em seguida no
figado, e, por fim, nas células-alvo. Todo esse processo ocorre com o apoio de vérias proteinas
de ligagao incluindo as Proteinas Celulares de Ligacao de Retinol, as Proteinas de Ligacao
de Retinol e as Proteinas Celulares de Ligacio de Acido Retinoico [21].

No processo de bioconversao, os retinoides sao bioquimicamente convertidos em acido
retinoico (AR), que é essencial para a modulagdo de uma grande variedade de processos
bioldgicos, [21] muito bem reportados na literatura cientifica da dltima década, sendo eles:
participagao no processo de visao na regeneracao de fotorreceptores, crescimento celular nor-
mal, diferenciacao de tecidos e integridade e estabilidade da superficie da mucosa, funcao
imunoldgica tanto na tolerancia imunoldgica quanto em respostas imunes adaptativas, re-
producao e desenvolvimento embriondrio [13] [63] [106] [96] [91] [105] [104] [5] [113]. H4 ainda
estudos que hipotetizam que a vitamina A tem propriedades anticarcinogénicas, pois regula
os receptores nucleares que suprimem a formacao de tumores, induz a apoptose de células e
melhora a fungao imunoldgica [88] [111].

O Instituto de Medicina (IOM), que é responsavel pela revisao histérica e de literatura
cientifica atual para recomendacao dos niveis apropriados de ingestao de nutrientes para as
pessoas saudaveis, recomenda diariamente para mulheres e homens 700 e 900 equivalentes
de atividade de retinol (EAR), respectivamente, e entre 300 e 500 EAR para criancas, a
depender da faixa etéria [106].

Para retinol, a equivaléncia de 1 ug retinol para 1 EAR. J4 para os carotenoides, o
IOM atribui o valor de equivaléncia de 12 pg de 8 - caroteno e 24 ug « - caroteno ou
B - criptoxantina para 1 EAR. Contudo, é importante ressaltar que muitos fatores podem

influenciar a biodisponibilidade dos carotenoides a partir da matriz de um alimento, bem
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como a sua bioconversao a retinol [106].

Biodisponibilidade refere-se a fracdo de determinado nutriente que fica disponivel para
as fungoes fisiolégicas do organismos [5] [106]. No caso dos carotenoides, varios sdo os fa-
tores influentes na sua biodisponibilidade. Na literatura cientifica esse conjunto de fatores
sao denominados "SLAMENGHI”. SLAMENGHI é um recurso mnemonico utilizado para
facilitar a memorizagao destes fatores influentes e associa-se a Species of carotenoids, mole-
cular Linkage, Amount of carotenoids consumed in a meal, Matriz in which the carotenoid is
incorporated, Effectors of absorption and bioconversion, Nutrient status of the host, Genetic
factors, Host-related factors and mathematical Interactions que em tradugao literal significa
tipos de carotenoides, ligagao molecular, quantidade de carotenoides consumidos em uma re-
feicao, matriz na qual os carotenoides estao incorporados, efetores de absorcao e bioconversao,
estado nutricional do individuo, fatores genéticos e fatores inerentes ao individuo [5].

Além do mais, ha diversos fatores que podem afetar a composicao de carotenoides em
vegetais, os quais Campos e Rosado (2005)[13] cita a “variedade, desigualdade na distribuigao
em dado alimento e parte do vegetal que é consumido, grau de maturacao, clima, tipo de solo,
condigoes de cultivo e area geografica de produgao, condicoes de colheita, processamento e
armazenamento”.

Além de todos esse fatores, é importante considerar que os alimentos de origem animal
sao, em geral, mais caros do que os de origem vegetal. Associando este fato a todos os fa-
tores influentes na biodisponibilidade dos carotenoides tem-se como resultado repercussoes
que atingem a saude publica no que diz respeito a deficiéncia de vitamina A ou hipovita-
minose A. Isto porque as populagbes em risco desta deficiéncia, de maneira geral, contam
com carotenoides para contemplarem suas recomendagoes didrias de vitamina A. Segundo a
Organizagao Mundial da Satde (OMS) as provitaminas vegetais atingem 88%, do total de
vitaminas dietéticas em paises em desenvolvimento [13] [5].

Sao diversos estudos que reconhecem que a deficiéncia de vitamina A pode levar a xeroftal-
mia, cegueira noturna, hiperqueratose folicular e xerodermia e possui efeito imunossupressor
em mulheres e criancgas e ainda maior risco de perda de apetite, perda de peso, sarampo, di-
arreia e infecgoes respiratérias em criangas. Dessa forma, a deficiéncia de vitamina A resulta
em aumento de morbidade e mortalidade para sua populacao de risco [13] [105] [5] [53] [63].

A deficiéncia de vitamina A é um dos principais problemas nutricionais no mundo e
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principalmente em paises em desenvolvimento. De acordo com a OMS, no mundo inteiro 45
paises apresentam a hipovitaminose A como problema de satide publica em niveis clinicos, ou
seja, com sinais evidentes da deficiéncia, enquanto que em 122 paises o problema é subclinico,
onde ha deplecdo das reservas hepaticas mas sem sinais clinicos evidentes. Nas Américas, a
prevaléncia de hipovitaminose A é de aproximadamente 20%. No Brasil, em algumas regioes
a hipovitaminose constitui-se em problema endémico, dentre os estados que se destacam estao
o Amazonas, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Sao Paulo e
Santa Catarina [13] [5] [53].

Com vistas a superar esse problema nos paises em desenvolvimento, diversas alternativas
sao citadas na literatura cientifica, como por exemplo o fornecimento de suplementos de
vitamina A, o fornecimento de altas doses de suplementos de vitamina A duas ou trés vezes
por ano, a biofortificacao de alimentos, como o 6leo de coccao e o aglicar com carotenoides
pro-vitamina A, programas de incentivo & mudangas na alimentagao visando ao aumento
do consumo de vegetais ricos em carotenoides [104] [108] [13] [53]. No Brasil, a estratégia
adotada é principalmente por meio do Programa Nacional de Suplementacao de Vitamina A.
Este programa consiste na suplementagao profilatica medicamentosa para criangas de 6 a 59
meses de idade e mulheres no pds-parto imediato. O suplemento de vitamina A é distribuido
gratuitamente e é composto por vitamina A na forma liquida, diluida em éleo de soja e
acrescida de vitamina E [22].

A vitamina A, enquanto composto lipossoltivel, é composta por moléculas sensiveis que
devem ser preservadas de elementos pro-oxidantes que podem afetar a sua integridade quimica
e reduzir os seus beneficios fisiolégicos. Para tanto, a nanoencapsulagao é uma abordagem
promissora. Com a nanoencapsulacao é possivel preservar as propriedades nativas deste tipo

de vitamina ao longo do tempo [44].

2.4 Peliculas Comestiveis

Os revestimentos comestiveis protetores sao uma tecnologia pds colheita, dispostos ou
formados diretamente sobre o alimento, que agem como uma barreira ao seu entorno [33],
por exemplo, filmes, invélucros ou um dos objetos de investigacao deste estudo, as peliculas.

Uma pelicula comestivel é uma fina camada de material comestivel que reveste um ali-

mento. A aplicagao pode ser feita de duas maneiras. A primeira por meio de imersao da fruta

27



em uma matriz formadora de filme, a chamada solucao filmogénica, seguida de repouso para
evaporagao da dgua. A segunda maneira é por meio de aspersao, onde a solucao filmogénica
(SF) é borrifada sobre o alimento, seguido por repouso [24]. Essa matriz pode ser constituida
por carboidratos, proteinas, lipideos ou uma mistura destes, [31] onde necessariamente ao
menos um deve ser capaz de formar uma matriz continua, homogénea e coesa [62].

O principal grupo de alimentos que se beneficiam com as técnicas de aplicacao de revesti-
mentos sao os hortifrutis, em sua forma in naturae ou minimamente processados. Isso por que
apés a colheita, em sua maioria, inicia-se o processo de maturagao seguido de deterioracao
em consequéncia das mudangas bioquimicas e fisiologicas [24]. Quanto aos minimamente
processados, devido a natureza desses alimentos, o0 minimo processamento ou o aumento de
superficie consequente do processamento de corte lhe confere alta sensibilidade que resulta
em mudangas na sua qualidade [84].

A deterioragao pode ocorrer devido a processos quimicos, fisicos e microbiolégicos como
por exemplo: a perda de 4dgua, mudangas de coloracao por inducdo enzimaética ou da luz,
oxidagao, perda da integridade celular e consequente amolecimento e crescimento de microrga-
nismos [84]. Usualmente, a conservagao apos a colheita baseia-se no controle de temperatura
e em boas praticas de armazenamento e manuseio [24].

A tecnologia de aplicacdo de revestimentos comestiveis é um complemento aos métodos
usuais de conservacao poés colheita de hortifrutis. Quando um revestimento é aplicado, em
frutas, por exemplo, os estomatos e lenticelas da estrutura dessa fruta sdo parcialmente
preenchidos e assim a transpiracao e respiracao sao reduzidas limitando a transferéncia de
umidade e as trocas gasosas (oxigénio e diéxido de carbono) e inibindo a migragao de lipideo,
aromas volateis, dentre outros, entre o alimento e o meio ambiente [24]. O amadurecimento
das frutas se da devido ao etileno, um hormoénio que necessita de Os para ser produzido.
Dessa forma, quando o filme reduz a permeacao de Oy para o interior da fruta, a producao
de etileno fica comprometida e assim hd um prolongamento da vida do fruto [24].

Dessa forma, os revestimentos podem desempenhar um papel importante em diferentes
etapas da cadeia de producao dos alimentos, desde a conservacao, distribuicao, até a sua
comercializacao pois, devido a prépria natureza dos revestimentos, estes podem proteger o
produto de danos mecanicos, fisicos, quimicos e de atividades microbioldgicas [31] [51].

Os revestimentos comestiveis oferecem inimeras vantagens. Destaca-se o aspecto atrativo
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por mais tempo [10], aumento da vida de prateleira, aumento da seguranca higiénico-sanitéria,
melhora das propriedades sensoriais enquanto mantém a estabilidade do produto [80]. Além
disso, possuem potencial inovador consideravel, principalmente no tocante a possiveis acoes
como carreadores de compostos bioativos (antimicrobianos, antioxidantes e nutrientes) [24]
[28].

E desejavel que os revestimentos comestiveis nao interfiram nas caracteristicas sensoriais
das frutas como cor, sabor e odor e também possuir boa aderéncia dificultando a possibili-
dade de remocao ao manuseio. As propriedades mecanicas e de barreiras devem conferir-lhe
resisténcia a quebra e abrasao para que o filme possa desempenhar o papel de protecao ao
alimento, e, por fim, flexibilidade, conferindo-lhe adaptagao a possiveis deformagoes [24].

Uma das principais limitacoes do uso de peliculas comestiveis é a producao em escala in-
dustrial, que estd limitada devido a questoes de performance e processamento [8]. Também,
comparativamente aos polimeros sintéticos as propriedades mecanicas e de barreira dos re-
vestimentos comestiveis sao menos favoraveis. Alternativamente, tém sido utilizados compo-

nentes para reforgar a sua estrutura e melhorar essas propriedades [9].

2.5 Os Biopolimeros

Dentre os possiveis formadores da matriz estrutural dos revestimentos comestiveis estao
os biopolimeros naturais, pois estes possuem capacidade filmogeénica [12]. Os biopolimeros
mais utilizados para tal fim sao as proteinas, os lipideos, e os polissacarideos ou mesmo a
combinacao dos mesmos; [112] [24]) Para este tltimo caso, dependendo do objetivo do revesti-
mento, utiliza-se vantajosamente as diferentes caracteristicas funcionais de cada biopolimero
[24].

A escolha dos biopolimeros que compoem a formulacao dos revestimentos vai depender
do seu objetivo e do alimento em que serd aplicado. Deve-se considerar que as interacoes
entre os componentes do material vao interferir nas propriedades de barreira, mecanicas e
sensoriais dos filmes [74].

As proteinas representam uma possibilidade de matriz estrutural, principalmente as ge-
latinas, caseinas, ovoalbuminas, gliten de trigo, zeinas e algumas proteinas miofibrilares.
Alguns lipideos também entram na lista de possiveis formadores de matriz, principalmente os

monoglicerideos acetilados, acido estedrico, ceras e ésteres de acido graxo. Contudo, os po-
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lissacarideos sao o carro chefe na elaboragao de peliculas para serem aplicadas em alimentos
[24]. Isso por que apresentam hidrofilicidade natural, que é uma caracteristica diferencial.
Sua afinidade por dgua esta associada a predominancia de grupos altamente polares como o
grupo hidroxila [24].

Os polissacarideos originam revestimentos comestiveis com aplicagoes limitadas devido as
suas moderadas propriedades mecanicas e de solubilidade em agua, além da baixa permeabili-
dade ao vapor de dgua. Algumas alternativas sao propostas a fim de superar estas limitagoes,
por exemplo, a adicdo de materiais hidrofébicos como 6leos e ceras ou a mistura de diferentes
biopolimeros [12]. Por outro lado, estes revestimentos apresentam baixa permeabilidade a
gases, reduzindo, principalmente, a taxa de escurecimento enzimdtico [24].

As peliculas desenvolvidas para serem aplicadas em frutas sdo comumente elaboradas
pelos seguintes polissacarideos: alginatos, pectina, carragena, amidos, quitosana e derivados
da celulose (por exemplo, a metilcelulose, carboximetilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose)
[24]. As proprias frutas servem como substrato para a elaboracao desses revestimentos devido
a presenca de polissacarideos em sua composicao. Esses tipos de revestimentos apresentam
vantagens, pois combinam as propriedades de barreira e mecénicas dos componentes do filme
com as cores e sabores dos pigmentos e componentes volateis da fruta [9].

O amido é um polissacarideo sintetizado pelos vegetais para ser utilizado como reserva
energética. Seu armazenamento nos organismos vegetais é sob a forma de granulos e apre-
sentam certo grau de organizacao molecular. Dois tipos diferentes de polimeros de glicose
formam o amido, sao eles a amilose e a amilopectina, que diferem entre si em estruturas e
fungdes [74]. Tanto a amilose quanto a amilopectina sao polimeros compostos por unidades
de D-glicose ligados por ligagdes a-(1—4), porém a amilose é linear e a amilopectina alta-
mente ramificada em a-(1—6) [74] [12]. Sendo estes polimeros diferentes, variagdes em suas
proporgoes ou em suas estruturas podem gerar modificagoes fisico-quimicas com implicagoes
no uso do amido na industria. Teores elevados de amilose do amido sao de interesse para
elaboragao de filmes [74].

A produgao de revestimentos comestiveis a partir de amido se baseia nas propriedades
fisico-quimicas e funcionais da amilose, pois esta forma gel e filme. Por ser um polimero
linear, as moléculas de amilose, quando em solugao aquosa tendem a se orientar paralelamente

e estabelecerem ligagoes de hidrogénio. Sendo assim, a hidrofilicidade é reduzida favorecendo
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a formacao de pastas e filmes isotrépicos, sem odor, sabor ou cor [12] [74]. Alimentos como
o milho, a batata, o arroz, o trigo e a mandioca sao as principais fontes comerciais de amido
para a obtencao de revestimentos comestiveis, porém ha outras fontes como o inhame e os
graos de aveia [74].

Para a formacao da matriz polimérica homogénea, caracteristica dos revestimentos co-
mestiveis a base de amido, é necessario que ocorra a disruptura da organizacao dos granulos.
Esta disruptura pode ocorrer por meio da gelatinizacao ou da fusao. A gelatinizacido ocorre
na presenca de excesso de dgua e transforma irreversivelmente o amido granular em pasta
viscoelastica. Na gelatinizacao a dgua desfaz a cristalinidade e a organizacao molecular do
granulo rompendo assim, as ligacoes de hidrogénio. Ja na fusao, o amido com pequenas
quantidades de dgua é aquecido sob altas temperaturas até ocorrer a gelatinizacao [74].

Ao contrario do que ocorre na gelatinizacdo, no processo de fusdo a estrutura formada
¢ mais ordenada o que possibilita, em condig¢oes adequadas, a reassociacao das ligacoes de
hidrogénio e a formagéo de uma estrutura novamente cristalina, fenémeno chamado retro-
gradac@o ou recristalizacao [12] [74]. Em se tratando de revestimento comestivel de amido
este fendomeno tem relevancia, pois leva ao envelhecimento dos filmes, tornando-os rigidos
e quebradicos. A velocidade de retrogradagao depende das condigoes de armazenamento e
pode ser determinada segundo andlise da transigao vitrea [74].

E importante ressaltar que, além das limitagoes devido ao fenomeno de retrogradacao
[8], peliculas formadas a partir de amido sdo sensiveis a dgua, quebradigas e até dificeis
de manusear [4] [52] o que limita as suas aplicagoes. Isso porque exibem propriedades de
tensao pobres e alta permeabilidade aos gases e ao vapor de agua devido a sua natureza
hidrofilica e sensivel & umidade [12] [102] [8]. Sendo assim, é recomenddvel a adi¢ao de um
elemento plastificante para alcangar as propriedades mecéanicas desejadas a revestimentos [12]
[4] [112]. Apesar dessa estratégia melhorar as propriedades mecanicas ha um decréscimo das

propriedades de barreira, especialmente a permeabilidade ao vapor de dgua [4].

2.6 Nanotecnologia Aplicada as Peliculas

Os revestimentos comestiveis podem se beneficiar de aplicagoes nanotecnoldgicas, tanto
para a melhora de suas caracteristicas estruturais quanto no sentido de ampliar as suas

funcoes. Em relacao a melhora de caracteristicas estruturais dos revestimentos comestiveis,

31



o uso de nanomateriais é uma estratégia recente que tem sido aplicada para superar as
limitacoes dos biopolimeros [42]. Esse tipo de aplicacao abre possibilidades de melhorar as
propriedades estruturais como também o custo/beneficio de producao [8].

Um exemplo de biopolimero que apresenta limitagoes que podem ser superadas por meio
da nanotecnologia é o amido que muitas vezes exige o acréscimo de elementos plastificantes
para alcancar as propriedades mecanicas desejadas a revestimentos, mas acarreta decréscimo
das propriedades de barreira, como a permeabilidade ao vapor de dgua.

Na literatura, ha alguns estudos que sugerem alternativas para driblar esta a perda de
propriedades de barreira. Muller, Laurindo e Yamashita (2009) [81]. ao incluirem fibras de
celulose na elaboragao do filme de amido observaram um decréscimo da permeabilidade ao
vapor de dgua, da solubilidade e da difusdo de dgua em proporcao inversa ao acréscimo de
celulose. Alternativamente, Chang et al (2010) [14], propos a adi¢do de nanoparticulas de
celulose a elaboragao de filmes e obteve resultados semelhantes ao encontrado pelo trabalho
anterior. Para este estudo o resultado foi obtido devido a presencga das nanoparticulas de
celulose tornarem mais dificil o caminho para travessia de moléculas de dgua pela matriz do
filme. Azeredo et al (2009) citam que a incorporagao de nanoparticulas de quitosana a um
revestimento pode melhorar suas propriedades mecénicas e de barreira [8].

Em geral, a melhora das propriedades se da devido ao uso de preenchimentos nanométricos.
O uso de preenchimentos com ao menos uma dimensao em nanoescala produz nanocompésitos
poliméricos que, quando em uma dispersao uniforme, geram uma area interfacial entre matriz
e preenchimento muito grande, resultando em mudanca na mobilidade molecular, o compor-
tamento de relaxacao, e, consequentemente, mudancas nas propriedades térmicas e mecanicas
do material [8].

Dentre as funcionalidades emergentes relacionadas a nanotecnologia esta a possibilidade
dos revestimentos veicularem compostos ativos, como, por exemplo, nutrientes, com conse-
quente aumento do valor nutricional do alimento revestido. Contudo, a eficiéncia funcional
estd diretamente relacionada com a natureza e estrutura fisica dos componentes na elaboracao
de nanossistemas, logo a escolha desses componentes vai depender do objetivo e da natureza
do alimento que serd revestido [29]. Nos tltimos anos, muita atencao tem sido dada ao
potencial de polimeros naturais, tais como polissacarideos, como componentes alternativos

na elaboracdo de nanossistemas [29] [65] [39]. Neethirajan e Jayas (2011) ressaltam esse
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potencial como inovador e tecnolégico.

As nanoparticulas de quitosana sdo promissoras na funcao de carreadores pois podem
facilitar o transporte de moléculas carregadas através do epitélio celular absortivo, e, ainda,
proteger moléculas bioativas sensiveis da acao de enzimas e da degradagao quimica, tanto in

vivo quanto durante o periodo de estocagem [25].

2.7 Aspectos Ambientais

E importante que o desenvolvimento de novas tecnologias estejam em sintonia com as
preocupacoes com o meio ambiente amplamente discutidas na atualidade. Nesse sentido é
importante ressaltar que tanto a elaboragao de revestimentos comestiveis como de nanoestru-
turas podem (e preferencialmente devem) estar em consonancia com os interesses na protecao
ambiental.

A destinagao improépria de um enorme volume de plasticos derivados de petréleo suscita
preocupagoes ambientais e economicas [30] [25] [83]. Dentre o montante desse lixo que é
gerado diariamente, as embalagens de alimentos abarcam uma parte consideravel [8], pois sao
geradas em grandes quantidades, descartadas rapidamente e os programas de reciclagem nao
suportam essa demanda [9]. Por nao serem biodegraddveis, é possivel que essas embalagens
permanecam por centenas e até milhares de anos sem decomposigao [102]. Dessa forma, ha
uma necessidade expressiva de que novos materiais compostos por polimeros biodegradaveis
para a elaborac@o de embalagens de alimentos sejam desenvolvidos [30] [52].

E importante esclarecer que um material biodegradavel é aquele que é passivel de ser
inteiramente deteriorado pela acao de microorganismos até se tornarem compostos naturais
simples; exemplos gas carbonico (C'O3), agua (H20), metano (C Hy) e hidrogénio (Hs) e serem
entao redistribuidos na natureza por ciclos elementares, como exemplo o do Carbono [74].
Sendo assim, revestimentos comestiveis ajustam-se perfeitamente ao ecossistema e transpdem
as questoes economicas e ambientais que as embalagens tradicionais apresentam [24] [102].
Isto porque, em condi¢oes normais de temperatura, pressao e umidade, sao hidrolisados por
micro-organismos como fonte de nutriente, sendo hidroliséveis a COy, HoO e CHy [74].

Dessa forma, a biodegradabilidade representa uma enorme vantagem dos revestimentos
comestiveis elaborados a partir de biopolimeros. Estes atendem ao desafio de aumentar a

vida de prateleira e manter a qualidade dos alimentos e, ao mesmo tempo reduzir, os residuos
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de embalagens [25] [8], e respondem as demandas crescentes de consumidores que cada vez
mais buscam por produtos naturais e com baixo impacto ambiental [12].

Considerando as preocupagoes relacionadas ao meio ambiente, o amido se destaca dentre
os diferentes polimeros passiveis de aplicagao para fins de revestimento [4]. Isso por que é
um biopolimero versatil, com grande potencial para escalonamento, pode ser disponivel por
um baixo prego e possui excelente biodegradabilidade [4] [52].

Em relacao a sintese de nanoestruturas, para que esta tenha baixo impacto ambiental,
deve utilizar rotas de sintese que utilizem preferencialmente organismos biolégicos (ou parte
deles) e/ou solventes de baixa ou nula toxicidade no lugar de produtos quimicos, téxicos
e caros, e que resultem em nanoestruturas biocompativeis e biodegradaveis [90] [60] [114].
Sao diversas as possibilidades que servem como alternativa sustentdvel ao uso de reagentes
quimicos toxicos, como por exemplo extratos de diversas plantas, micro-organismos, partes

de organismos biolégicos como os érgaos, tecidos, células ou biomoléculas.
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3 Justificativa

A Vitamina A é um nutriente essencial envolvido em varias fungoes metabdlicas no orga-
nismo [106]. Sua deficiéncia pode gerar diversos prejuizos a saide dos individuos e resultar
em aumento de morbi-mortalidade para sua populacao de risco, mulheres e criangas. Prin-
cipalmente em paises em desenvolvimento, mas nao somente, a deficiéncia de vitamina A
(hipovitaminose A) é um dos principais problemas nutricionais da atualidade.

Esta deficiéncia alcanca proporgoes alarmantes. A Organizagao Mundial de Satide (OMS)
esclarece que no mundo inteiro 45 paises apresentam a hipovitaminose A como problema de
saude publica em niveis clinicos, enquanto que em 122 paises o problema é subclinico. No
Brasil, estados de todas as regides passam por esse problema em condigao de endemia [13]
[5] [53].

Uma das dificuldades em desenvolver estratégias que visem a reducao dos casos de hipo-
vitaminose A, é o fato de que esta vitamina é uma molécula sensivel que deve ser preservada
de elementos pré-oxidantes que podem afetar a sua integridade quimica e reduzir os seus
beneficios fisioldgicos [44].

Khoo e Knorr (2014) em trabalho recente citam a integragao cientifica e os investimentos
em investigacdo de tecnologias modernas como essencial para o enfrentamento dos desafios
para a seguranca alimentar e nutricional nas préximas décadas. Ainda, reforca a necessidade
de “desenvolvimento, aplicagao, coordenagao e partilha de abordagens integradas de pesquisa
e solugdes interdisciplinares” para problemas da ciéncia da nutri¢ao [66].

Nesse sentido, convém a integracao de duas tecnologias: a nanoencapsulacao e as peliculas
comestiveis como estratégias no enfrentamento da hipovitaminose A. Considerando as pos-
sibilidades oferecidas pelo uso da nanobiotecnologia e a necessidade real de oferta de retinol
em alimentos acessiveis a populagao, é plausivel desenvolver nanossistemas que aprisionem
vitamina A para serem veiculados por uma pelicula comestivel revestindo frutas, por exemplo
magcas.

A associacao destas duas tecnologias pode permitir que a vitamina A seja veiculada de
maneira que as suas propriedades permanegam nativas ao longo do tempo [44], de modo que
fiquem protegidas, j& que a nanoencapsulagao a protege de diversos agentes [44], como, por
exemplo, oxigénio, variagoes de temperatura, alteragoes de pH, incidéncia de luz (UV) e etc

[20]. E ainda, em um sistema de revestimento biodegraddvel que pode aumentar a vida de
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prateleira e a seguranga higiénico-sanitaria do fruto que reveste. As macas constituem uma
boa alternativa por serem populares, de boa aceitacdo entre os brasileiros, com produtivi-
dade competitiva no mercado internacional e, em termos de distribuicao, exige atencao a
conservagao dos frutos maduros [93].

E importante esclarecer que a escolha dessa estratégia, no que diz respeito as rotas de
sinteses e os reagentes utilizados para a obtencao das nanoestruturas, bem como ao desen-
volvimento das peliculas e os biopolimeros utilizados, foi feita considerando a importancia
do desenvolvimento de novas tecnologias em sintonia com as preocupagoes com 0 meio am-
biente, amplamente discutidas na atualidade e ponto chave em todos os trabalhos realizados
pelo Grupo de Pesquisa em Nanobiotecnologia e Biologia Sintética da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia.

Por fim, ressalta-se que o desenvolvimento dessa pesquisa tem potencial para inovar e
incrementar os estudos relativos a nanoencapsulacao e peliculas comestiveis desenvolvidos até
o momento, principalmente por integrar estas duas tecnologias e por nao haver atualmente

estudos envolvendo a veiculacdo de vitamina A com essa abordagem.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar uma nanoemulsao de 6leo de canola e nanoparticulas de quitosana
contendo acetato de retinol para serem incorporadas em uma pelicula comestivel elaborada
pela combinacao de amidos de milho e de mandioca para revestimento de magas.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar qualitativamente acetato de retinol comercial por espectrometria de massa

MALDI-TOF;
e Obter nanoemulsdes aprisionando acetato de retinol;

e Obter nanoparticulas de quitosana aprisionando acetato de retinol pelo método de

nanoprecipitacao;

e Caracterizar morfologicamente e fisico-quimicamente as nanoemulsoes e as nanoparticulas
de quitosana quanto a forma, ao tamanho, a carga de superficie, a homogeneidade da

suspensao e a estabilidade coloidal;

e Avaliar a reprodutibilidade das rotas de sintese da nanoemulsao e das nanoparticulas

de quitosana;

e Verificar a cinética de estabilidade coloidal da nanoemulsao e das nanoparticulas de

quitosana;
o Quantificar a eficiéncia de encapsulacao das nanoparticulas de quitosana;

e Avaliar a taxa de liberagdo das nanoemulsoes e das nanoparticulas de quitosana em

meios fisioldgicos;

e Desenvolver uma pelicula comestivel incorporando as nanoemulsoes e as nanoparticulas

de quitosana;

e Avaliar os impactos da aplicacao da pelicula em macas quanto & aparéncia geral, brilho,

cor e perda de massa.
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5 Metodologia

O presente estudo seguiu a estratégia experimental representada esquematicamente na
figura 3. Foram elaborados dois tipos de nanossistemas aprisionando retinol livre sob forma
de acetato de retinol. Estes foram caracterizados e avaliados fisicoquimicamente e quanto a
estrutura. Paralelamente, desenvolveu-se uma pelicula comestivel a partir da combinacao de
biopolimeros de amido de duas fontes vegetais e, em seguida, os nanossistemas obtidos foram
incorporados a pelicula. Por fim, o impacto da aplicacao das peliculas incorporadas com os
nanossistemas foi verificado em magas. A metodologia utilizada e os resultados obtidos em

cada etapa serao abordados em detalhes.

LESEO 6 Biopolimeros
Retinol ;
Livre {Rintele)
nanoaprisionamento

| desenvolvimento

Nanoemulséo - NE
Nanoparticula - NP

| - Pelicula Comestivel
caracterizagéo

Forma e Tamanho
Carga de superficie
Homogeneidade da suspenséo 1

Estabilidade coloidal avaliag&o

I
avaliacéo Incorporacgéo

Reprodutibilidade
Estabilidade
Eficiéncia de Aprisionamento
Taxa de Liberagao

— Impactos da aplicagéo

Nanossistemas
aprisionando
Acetato de

Retinol Veiculados
por Pelicula
Comestivel

Figura 3: Diagrama representativo da estratégia experimental seguida para a obtencao da
pelicula com acetato de retinol nanoestruturado incorporado. Fonte: a prépria autora.
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5.1 Identificacao do Acetato de Retinol

A amostra de acetato de retinol foi adquirida em um farmécia magistral localizada na
regidao de Brasilia-DF /Brasil. Junto com a amostra, foi solicitado ao fornecedor um relatério
técnico do produto. Até o momento da sua andlise, a amostra foi armazenada sob o abrigo
da luz, em umidade relativa do ar de aproximadamente 30% e temperatura de 20° C.

Primeiramente, foi realizada uma anélise sensorial da amostra quanto ao seus aspectos
fisicos (forma fisica e cor), confrontando esta andlise com as informagoes constantes no re-
latorio técnico apresentado pelo fornecedor e disponivel na literatura cientifica.

Em seguida, a solubilidade da amostra foi avaliada em diferentes solventes. Para tanto,
foram pipetados em microtubos de polipropileno (tipo Eppendorf, 1,5 mL), individualmente
e na seguinte ordem: 130 mg da amostra de acetato de retinol em p6 e 1 mL de um dos
solventes: Agua ultrapura (Milli-Q), Acetonitrila a 20, 50 e 70%, Etanol a 20, 50 e 70%. Ou,
entao, 20,5 mg de cada amostra de acetato de retinol em pé e 1 mL de éleo de soja, dleo
de canola, azeite ou 6leo de tomate. A fim de homogeneizar as suspensoes, cada amostra foi
submetida ao agitador de tubos vortex (Quimis®, Q220) por 30 segundos. As amostras de
acetato de retinol foram pesadas em balanga analitica (SHIMADZU EX 200; Max.: 200g,
Min.: 0,01g)

Por fim, todas as amostras foram analisadas por inspecao visual e classificadas quanto ao
aparecimento de precipitado (nenhum, escasso e abundante) e homogeneidade da suspensao
(homogénea ou heterogénea) 48 horas ap6s a sua obtencao. E importante ressaltar que todos
os procedimentos foram realizados em condigoes de baixa luminosidade.

A confirmacao da presenca do acetato de retinol na amostra se deu por espectrometria
de massa, realizada em espectrometro de massa MALDI-TOF (Bruker-Daltonics; Microflex).
Primeiramente, preparou-se uma suspensao contendo 130 mg de acetato de retinol em pé e 1
mL de dgua ultrapura (Milli-Q). A partir dessa suspensao, realizou-se uma dilui¢ao seriada
em agua ultrapura (Milli-Q), nas propor¢oes de 1/10, 1/100 e 1/1000 (resultando nas con-
centragoes de 13 mg/mL, 0,13 mg/mL e 0,013 mg/mL respectivamente), aqui denominadas
de Amostra 1, Amostra 2 e Amostra 3, respectivamente.

Em seguida, com o auxilio de uma pipeta misturou-se 3 pL. de matriz de acido dihidro-
xibenzoico (DHB) em acetona (10 mg/mL), reagente que facilita a ionizagdo da amostra a

ser analisada, além de conferir suporte sélido, previamente preparada com 1 pL de cada uma
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das 3 amostras. O controle foi obtido com a mistura da matriz com agua ultrapura (Milli-
Q). Por fim, as 3 amostras juntamente com o controle foram depositadas na placa de andlise
propria do MALDI-TOF. Aguardou-se a cristalizagdo destas amostras e a placa foi submetida
a andlise. As amostras foram analisadas sob modo refletido e positivo, acumulando o sinal

correspondente a 5000 disparos de laser e com intensidade fixada em 607.

5.2 Sintese dos Nanossistemas

Foram sintetizados dois tipos de nanossistemas aprisionando acetato de retinol. O pri-
meiro foi uma nanoemulsao do tipo éleo de canola em agua com agente emulsificante. O
segundo foi um nanossistema (nanoparticula) de quitosana obtida por nanoprecipitacao. Am-
bas passaram por um processo de otimizacao dos parametros de sintese onde, ao final, foi
possivel estabelecer para cada uma delas um método de obtencao otimizado com um con-
junto de condicoes de sintese o qual forneceu nanoestruturas com potencial para diversas
aplicagoes. O processo de obtencao de cada nanossistema foi dividido em etapas, as quais
serao detalhadas nos subtépicos seguintes. Para facilitar a compreensao e evitar a repeticao
dos termos, criou-se uma denominagao para os nanossistemas sintetizados, conforme mostra

a tabela 1.

Tabela 1: Siglas de identificagao dos nanossistemas com acetato de retinol e respectivos
controles sem o acetato de retinol.

Sigla Notacao

caNE  Nanoemulsao de éleo de canola com acetato de retinol
caNEC Nanoemulsao de 6leo de canola sem acetato de retinol
gsNP  Nanoparticula de quitosana com acetato de retinol
gsNPC Nanoparticula de quitosana sem acetato de retinol

A cada etapa de obtencao, as suspensoes obtidas foram caracterizadas por espectroscopia
de fotocorrelagao (espalhamento de luz dinamico) e potencial Zeta de superficie quanto ao
didmetro hidrodinamico médio (Z-Average), indice de polidispersidade (PdI), Potencial - ¢
e distribuicao de diametro hidrodinamico (por niimero), por meio do equipamento ZetaSizer
Nano (Malvern Zeta Sizer Instrument, Nano ZS). A diluigao utilizada foi de 1:20 (suspensao
: dgua ultrapura). Foram utilizadas cubetas do tipo DTS1070 e a avaliacao foi realizada em
modo de andlise geral. O espalhamento de luz foi detectado em um angulo de 173° e em

temperatura igual a 25° C. As medidas foram obtidas em triplicata.
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A classificagao do indice de polidispersividade (PdI) considerou sua expressao em uma
escala de 0 a 1, onde quanto mais préximo de 0 mais monodispersa é a amostra, ou seja,
quanto mais proximo de 0 mais estreita é a distribuicao dos tamanhos das particulas da
amostra [41].

Apesar de que a estabilidade coloidal é influenciada por um conjunto de fatores, para o
presente estudo o comportamento da estabilidade coloidal foi avaliado pelo valor de Potencial-
¢ e a sua classificacao deu-se de acordo com o proposto em norma técnica da American Society

for Testing and Materials ASTM (1985) [38], conforme tabela 2.

Tabela 2: Classificagdo do comportamento da estabilidade coloidal pelo valor de Potencial-(,
segundo ASTM (1985).

Potencial-C Comportamento da estabilidadecoloidal

(mV)

Entre 0 e & 5 Coagulacao rapida ou floculacao
Entre £10 e £30 Instabilidade incipiente
Entre £30 e £40 Estabilidade moderada
Entre +£40 e 60 Boa estabilidade

Mais que £61 Excelente estabilidade

Os graficos de distribui¢do do didmetro hidrodinamico em classes foram plotados utili-
zando o programa Origin® 8. Esta caracterizacio repetiu-se ao longo de todo o trabalho,
pois trata-se de uma caracterizagao basica de estudos que envolvem nanoparticulas. Para os
testes com os nanossistemas, os valores verificados por esta analise, nao mostrados ao longo
do trabalho, constam no Apéndice 1. E importante ressaltar que todos os procedimentos
foram realizados ao abrigo da luz.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Alguns resultados
encontrados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) para multiplas comparagoes
com nivel de significancia P < 0,05 e utilizando o teste de Tukey. As andlises foram feitas com
o auxilio do software PAST - Palaeontological Statistics (versao 2.17b, Hammer e Harper,

Noruega).

5.2.1 Nanoemulsao

A primeira etapa de obtencdo das caNE se deu pela busca da melhor proporcao entre o

surfactante usado (monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween 80)) e 6leo. Nesse sentido

41



adotou-se o éleo de canola como modelo e optou-se por cinco diferentes proporgoes entre este
6leo e o surfactante (Tween 80). Estas proporgoes, bem como as razdes surfactante/dleo,

estao expostas na tabela 3:

Tabela 3: Volumes em pL de éleo de canola e surfactante (T'ween 80) utilizados na obtengao
das nanoemulsoes com razoes de surfactante/déleo de 0,1, 0,4, 1,0, 2,3 e 9,0 (caNE(0,1),
caNE(0,4), caNE(1,0), caNE(2,3) e caNE(9,0), respectivamente.

Composicao Amostra
A caNE(0,1) caNE(0,4) caNE(1,0) caNE(2,3) caNE(9,0)
Oleo (pL) 45 35 25 15 5
Surfantante (pL) 5 15 25 35 45
Razao (S/0) 0,1 0,4 1 2.3 9

Todos os componentes, juntamente com dgua ultrapura (Milli-Q) completados para o vo-
lume de 300 pL, foram pipetados em microtubos de polipropileno (tipo Eppendorf, 1,5 mL)
individuais, segundo suas respectivas proporgoes e na seguinte ordem: dgua ultrapura (Milli-
Q), 6leo e surfactante. Com o auxilio do ultra-turrax (Dremel®, 300), as suspensoes foram
emulsionadas em velocidade moderada (21500 rpm) por 30 segundos. As suspensoes resul-
tantes foram caracterizadas por espectroscopia de fotocorrelagao e potencial Zeta, conforme
especificado.

De posse dos resultados encontrados na primeira etapa, selecionou-se a caNE que apre-
sentou os parametros mais favoraveis quanto ao didmetro hidrodinamico, Potencial-¢ e PdI, e
sua proporc¢ao foi utilizada para prosseguir com a otimizacao. Nesta segunda etapa, as nanoe-
mulsoes foram obtidas da mesma maneira que a relatada previamente, porém ajustando para
um volume final de 1050 pL, com o acréscimo de 20,5 mg de acetato de retinol e também va-
riando o tempo de emulsificagao (30 ou 120 segundos) e a velocidade de emulsificacao (21500
ou 43000 rpm), detalhados na tabela 4. As amostras e os respectivos controles foram analisa-
das por espectroscopia de fotocorrelacao e potencial Zeta de superficie, imediatamente apds

a obtencao e ap6s 7 dias da formulacao.
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Tabela 4: Descricao do tempo e velocidade de emulsificacao aplicados na obtencao das nano-
emulsoes de 6leo de canola e os grupos controle (sem retinol) emulsionadas por 30 segundos
a 21500rpm (caNE(30) e caNEC(30)) ou por 120 segundos a 43000rpm (caNE(120) e ca-
NEC(120)).

Amostra Tempo de Agitacao Velocidade de Agitagao

(s) (rpm)
caNE(30) 30 21500
caNEC(30) 30 21500
caNE(120) 120 43000
caNEC(120) 120 43000

5.2.2 Nanoparticulas de Quitosana

As nanoparticulas de quitosana (qsNP) aprisionando acetato de retinol foram obtidas
pelo método de nanoprecipitacao proposto por FESSI e colaboradores (1988) [34], com modi-
ficagoes e também passou por um processo de otimizacao. Basicamente, o método constitui-se
da mistura de duas suspensoes denominadas fase organica e fase aquosa.

Para a obtengao da fase aquosa, pesou-se (QUIMIS® BK 300; Max.: 310 g, Min.: 0,02 g)
40 mg de quitosana e depositou-se esta quantidade em um becker. Neste becker pipetou-se
5 mL de dgua ultrapura (Milli-Q) e dcido acético a 3,5%. A suspensao foi levada a agitagao
magnética até a maxima dissolucao da quitosana. Por fim, a suspensao foi filtrada com o
auxilio de papel filtro (9 mm).

Para a obtencao da fase organica, pesou-se 41 mg de acetato de retinol em p6 e depositou-
se esta quantidade em um microtubo de polipropileno (tipo Eppendorf, 1,5 mL). Em seguida,
pipetou-se 500 pL de dgua ultrapura (Milli-Q) e 500 pL de etanol absoluto (507Z(v/v). A
solucao foi levada ao agitador de tubos vortex (Quimis®, Q220) por 30 segundos.

A fase organica foi misturada a fase aquosa por meio de um sistema de dosagem contro-

lada. A figura 4 representa a configuragao utilizada na mistura das duas fases.
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Fase Organica

Fase Aquosa

Nanoparticulas

Agitador Magnético

Figura 4: Configuracao utilizada para a preparagao de nanoparticulas pelo método de nano-
precipitacado. Adaptado de Muera-Huertas (2010).

A fase organica foi injetada com o auxilio de um injetor automatico (KDScientific ® 3000
nL/h). Neste primeiro momento, a taxa de gotejamento foi de 3000 uL/h e a fase aquosa
foi mantida sob agitagdo magnética moderada (600 rpm) constante (Quimis®, modelo Q261,
Min.:50 e max.:1300 rpm). As suspensoes contendo as qsNP resultantes desta primeira etapa
foram analisadas por espectroscopia de fotocorrelagao e potencial Zeta, conforme especificado
anteriormente. A amostra controle foi elaborada da mesma maneira, excluindo-se o acréscimo
do acetato de retinol.

Considerando os resultados encontrados nesta primeira etapa, repetiu-se a sintese das
gsNP, contudo variaram-se os parametros para a mistura da fase organica com a fase aquosa.
A taxa de gotejamento foi de 1500 ou 3000 pL/h e a fase aquosa foi mantida sob agitacao
magnética moderada (600 rpm) ou vigorosa (1200 rpm). Ao final do procedimento obtiveram-
se 4 amostras sob condicoes diferentes, detalhadas na tabela 5. Por fim, as amostras resultan-
tes foram submetidas & caracterizacao utilizando espectroscopia de fotocorrelacao e potencial
Zeta de superficie.

Considerando os resultados encontrados nas duas fases anteriores, foi necessaria uma ter-
ceira etapa de otimizacao. Para tanto, selecionou-se a qgsNP com parametros de sintese mais
promissores. Repetiu-se a sintese seguindo os parametros da qsNP selecionada na segunda
etapa, porém com o incremento de um processo fisico em que as nanoparticulas obtidas foram
submetidas ao ultra-turrax (Dremel®, 300), variando a velocidade de agitacao, resultando

em cinco diferentes condices descritas na tabela 6. As suspensoes resultantes foram caracte-
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Tabela 5: Descricao dos parametros adotados na mistura da fase organica com a fase aquosa
na obtengao das gsNP, variando o gotejamento da fase organica, lento (1500 pL/h) ou rapido
(3000 pL/h), sob a fase aquosa, mantida em agitacdo magnética moderada (600 rpm) ou
vigorosa (1200 rpm).

Taxa de Gotejamento Velocidade de Agitagao
Amostra

(uL/h) (rpm)
gsNP (LentoModerada) 1500 600
gsNP(LentoVigorosa) 1500 1200
gsNP(RéapidoModerada) 3000 600
qsNP(RéapidoVigorosa) 3000 1200

*Lento ou Rapido e Moderada ou Vigorosa referem-se & taxa de gotejamento e velocidade

de agitacao respectivamente.

rizadas por meio de espectroscopia de fotocorrelacao e potencial Zeta de superficie, conforme

exposto nas etapas anteriores.

Tabela 6: Descricao dos tempos e velocidades de agitacao utilizados na dissociacao das
particulas de quitosana obtidas por nanoprecipitagao submetidas ao ultra-turrax por 0
(gqsNP(0)), 30(gsNP(30)), 60(qsNP(60)), 120 (qsNP(120)) e 180 (qsNP(180)) segundos.

Tempode Agitacao Velocidade de Agitagao
Amostra

(s) (rpm)
qsNP(0) 0 0
qsNP(30) 30 10000
qsNP(60) 60 21500
qsNP(120) 120 43000
qsNP(180) 180 43000

Apés a analise dos resultados foi selecionada uma condigao de obtengao das caNE e das
gsNP e, a partir de entao, todos os ensaios do presente trabalho se deram com nanoestruturas

obtidas sob estas condicoes.

5.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissao e Microscopia de Forca Atomica

Para a andlise das caNE e seu controle (caNEC), a microscopia eletronica de transmissao
(MET) foi a técnica utilizada. Analisou-se a morfologia, o didametro médio e a distribuigao

do diametro das micelas da nanoemulsao. Para tanto utilizou-se um microscépio eletronico
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de transmissao (JEM-1011, Jeol, Japao);) operado a 100 kV, sendo as imagens obtidas com
uma camera digital (Ultrascan, Gatan, Estados Unidos) associada ao microscépio.

As caNE e caNEC foram sintetizadas de acordo com a metodologia relatada anterior-
mente. Para andlise, foi necessario diluir a suspensao das caNE em 1:10. Dessa solugao,
depositou-se 1 pLL em uma grade de cobre com 150 malhas vazadas recobertas com um filme
de suporte de colédio. Obteve-se eletromicrografias contrastadas negativamente por meio do
acido fosfotungistico (27) (TPA).

A microscopia de forga atomica (MFA) foi a técnica utilizada para caracterizacao das
gsNP e qsNPC. Por meio dessa técnica foi possivel desenvolver analises quanto a morfologia,
didmetro hidrodindmico médio e distribui¢ao do didmetro (em altura) das particulas.

As qsNP e gsNPC foram sintetizadas conforme anteriormente relatado. Para andlise no
microscépio, foi necessario diluir a suspensao das gsNPs em 1:10. Dessa suspensao depositou-
se 1 pL sobre superficies recém clivadas de mica muscovita montadas em um suporte metalico
em formato de moeda com o auxilio de fita dupla-face. Aguardou-se a secagem em tempera-
tura ambiente e sob abrigo em placas de Petri.

As imagens foram obtidas em um microscépio de forga atdémica (SPM 9600, Shimadzu,
Jap@o) com resolucao de 512 x 512 linhas, por modo de operagao dinamico com varreduras
realizadas na frequéncia de 1 Hz. A dimensao méxima de varredura alcancou 10 x 10 pm. A
ponteira conica utilizada foi de silicio, acoplada a cantilever de formato retangular.

O processamento das imagens foi realizado com o auxilio do software préprio do equipa-
mento (SPM-9600 off-line). Foram utilizadas apenas imagens de altura. Estas passaram por
ajustes no plano automatico e do eixo x. As imagens em 3D foram magnificadas no eixo X

em 1,0 x. Houve redugao das linhas contendo ruidos para fins de visualizagao.

5.3 Testes com os Nanossistemas
5.3.1 Reprodutibilidade dos Nanossistemas

Uma vez que todos os parametros de sintese foram otimizados, o procedimento de sintese
foi realizado sob condigoes selecionadas. Cada procedimento de sintese foi realizado trés
vezes, um seguido do outro, respeitando individualmente cada etapa da sintese, primeiro
para a obtencao das caNE e, depois, para obtencao das qsNP.

Como resultado, obteve-se trés lotes de caNE e trés lotes de qsNP, juntamente com os
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respectivos controles. Todas as amostras foram caracterizadas por espectroscopia de fotocor-

relacao e potencial Zeta de superficie.

5.3.2 Estabilidade dos Nanossistemas

A fim de verificar a estabilidade das nanoestruturas ao longo do tempo e em diferentes
condigoes de armazenamento, repetiu-se o procedimento de obtencao dos dois nanossistemas e
estes foram submetidas a caracterizacao por espectroscopia de fotocorrelacao e potencial Zeta
de superficie imediatamente apds a sua obtengao (dia 0). Em seguida, foram armazenadas a
20° C ou 5° C (em camara fria), e depois novamente caracterizadas apés 1, 7, 14, 21, 28, 60

e 90 dias.

5.3.3 Eficiéncia de Encapsulamento do Acetato de Retinol

A eficiéncia de encapsulamento foi realizada somente para as qsNP e seu controle, pois
considerando a estrutura formada pela nanoemulsao todo o acetato de retinol ficou retido na
suspensao formada por esse método.

Para a avaliacao da eficiéncia de encapsulamento das qsNP submeteram-se aliquotas de
500 nL destas suspensoes, previamente preparadas, a ultrafiltracao através de uma membrana
com limite de exclusao de massa molecular nominal de 3 kDa (Amicon Ultra-0.5, Millipore).

Para tanto, as aliquotas foram depositadas em microtubos contendo o filtro e, em seguida,
centrifugadas (MiniSpin, Eppendorf, 13.000 rpm) por 30 minutos & uma rotacao de 13.000
rpm. O contelddo que conseguiu atravessar o filtro (solugao contendo acetato de retinol livre)
foi retirado, diluido 25 vezes em dgua ultra-pura (Milli-Q) e levado a anélise por espectro-
fotometria de absorcao UV-vis, leitura de absorbancia com comprimento de onda a 370 nm
(UV 2500 UV-VIS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).

A curva padrao de concentragoes (para a obtengao da equagao da reta) foi construida a
partir da leitura de absorbancia de dez solugoes de dgua ultrapura (Milli-Q) com acetato de
retinol livre, em dez diferentes concentragoes (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), onde
100% representa o valor maximo equivalente & mesma concentracao utilizada para a obtencao
das qsNP. As solugbes foram diluidas 25 vezes em dgua ultra-pura e procedeu-se a leitura das
absorbancias. Todas as leituras foram efetuadas em triplicata.

A eficiéncia de encapsulamento foi estimada aplicando o valor da absorbancia da solugao
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ultrafiltrada de qsNP a equacao obtida pela curva de calibrac¢ao (curva padrao).

5.3.4 Taxa de Liberacao do Acetato de Retinol em Meio Fisiolégico

A taxa de liberagao do acetato de retinol das nanoemulsoes e das nanoparticulas de quito-
sana em meios fisioldgicos foi identificada com o auxilio de membranas de diélise (Spectrapor,
Thomas Scientific) constituidas de uma membrana de celofane com poros que permitem a
passagem de moléculas menores que 14000 Da. Estes dispositivos, sob a forma de sacos con-
tendo os nanossistemas foram inseridos em duas solucées onde uma era mimética dos fluidos

géstricos e a outra mimética dos fluidos intestinais, conforme ilustrado na figura 5.

Inicio da Dialise I I Em Equilibrio
ﬁ Membrana Dialitica ﬁ
o
Oo 0o o o
o 9 &
Miméticos dos Fluidos °
f _— -]
Gastrointestinais o o
0 -~ AN
e 9 o
0% LCs
L °
o o
o o
/A ° ° °
caNE ° ./' °
caNEC ol o o 5
qsNP . o 0?
GsNPC Composto Livre A
\E retinol livre 20,5/mL J Q o ),

retinol livre 13,6/mL

Figura 5: Esquema da didlise utilizada para verificar a taxa de liberacao do acetato de retinol
das nanoestruturas em meio fisiologico. Fonte: adaptada do préprio fornecedor. Disponivel
em http://www.spectrumlabs.com/dialysis/Fund.html

Foram utilizados como meios fisiologicos os fluidos miméticos gastrico (FMG) e intestinal
(FMI). Estes foram elaborados segundo recomendacao da farmacopeia internacional (OMS,
2006) [86] e sua composicao estd mostrada na tabela 7. Apds serem elaborados, verificou-se o
pH de cada uma das suspensoes com o auxilio de um pHmetro ( Quimis®, modelo C488RS)

Ao todo foram analisados um total de doze tratamentos divididos em dois grupos, dos
quais seis amostras em FMG e seis em FMI. As amostras sdo: caNE, caNEC, qsNP e qsNPC,
previamente preparadas, e também retinol livre a 20,5 mg/ImL (mesma concentragao utili-
zada na formulagao da caNE) e retinol livre a 13,6 mg/ImL (mesma concentracao utilizada

na formulacao da qsNP).
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Tabela 7: Reagentes e as respectivas concentragoes dos fluidos miméticos géstrico (FMG) e

fluidos miméticos intestinal (FMI).

Reagente Concentracao

Cloreto de Sédio 200 mg

% Acido Cloridrico 700 L

a Agua 100 mL
Pepsina 320 mg
Hidroéxido de Sédio 0,2 mol 7,7 mL

E Fosfato de Potassio Monobasico 680 mg

~
Agua 100 mL
Pancreatina omitida

Para a andlise, depositou-se 1 mL de cada formulacao em um saco de didlise. Em seguida,
cada um dos 12 sacos de dialise foi colocado em um tubo de tipo Falcon de 50 mL, contendo
ou FMG ou o FMI, conforme o grupo. O tubo foi deixado em incubadora (Quimis®, modelo
Q816M22) a 37° C sob agitacao horizontal constante variando de 80 a 100 rpm.

Durante 8 horas foram recolhidas a cada 1 hora amostras da suspensao mimética dos
sucos gastrointestinais possivelmente contendo acetato de retinol liberado das nanoestruturas.
Estas amostras foram levadas a andlise por espectrofotometria de absor¢cao UV-V, onde foram
medidas as absorbancias com comprimento de onda de 370 nm (UV 2500 UV-VIS, Shimadzu

Corporation, Kyoto, Japao).
5.4 Desenvolvimento da Pelicula Comestivel

5.4.1 Desenvolvimento da Pelicula Comestivel

Preparou-se a solucao filmogénica (SF). Para tanto, usou-se 0,5 g de amido de mandioca,
0,5 g de amido de milho e 97 mL de dgua destilada. A solugao foi levada a aquecimento até
70° C, sob agitacao magnética lenta constante (200 rpm). Apds a gelatinizacao dos amidos,
a solucao foi resfriada a 60° C e 2 mL de glicerol foram adicionados. Em seguida, foi feita

uma analise qualitativa das qualidades sensoriais da SF, quanto & cor e odor.
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As magas utilizadas foram adquiridas no comércio local da regiao de Brasilia-DF /Brasil.
Para a aplicacao da SF, primeiramente as macgas foram lavadas e higienizadas. O agente
higienizante utilizado foi o Biocloro®, composto por hipoclorito de sédio (2,5%) e cloreto
de sédio (1%) diluido em dgua para uma concentracao final de 0,001%. Apds a secagem, as
macas foram pesadas e organizadas em seis grupos contendo trés macas cada. Em seguida,
cada grupo de macas recebeu um dos tratamentos, sendo eles de agua, SF, SF com um dos
nanossistemas ou agua com um dos nanossistemas, detalhado na tabela 8. O tratamento foi
feito por aspersao voltada para a por¢ao medial das macas, & uma distancia de +7 cm.
Tabela 8: Composigao e proporgao dos componentes dos tratamentos com agua, solugao
filmogénica (SF), solucao filmogénica e nanoemulsao de 6leo de canola (SF e caNE), nano-

emulsdo de 6leo de canola e dgua (caNE), solucao filmogénica e nanossistema com nano-
particulas de quitosana (SF e qsNP), nanossistema com nanoparticulas de quitosana (qsNP).

Tratamento , Quantidades
Agua  Solugao Filmogénica (SF) Nanoestrutura

Agua 1000 pL - -

SF - 1000 pL -

SF e caNE - 996,7 nL 3,3 uL caNE
caNE 996,7 nL. - 3,3 uL caNE
SF e gqsNP - 9978 nL 2,2 uL. gsNP
gsNP 997.,8 nL - 2,2 nL gsNP

5.4.2 Avaliagao da Aplicacao da Pelicula Comestivel

Ap6s aspersao dos tratamentos, as macas foram armazenadas sob condigoes controladas
de temperatura (5° C) e umidade (30%) por um periodo de 10 dias. A fim de verificar
alteragoes sensoriais nos frutos, nos dias 2 e 10 apds a aspersao dos tratamentos, as magcas
foram qualitativamente analisadas e classificadas quanto & altera¢ao no brilho (aumento ou
reducdo) e cor (alteragdo ou nao alteracao), comparativamente ao controle (apenas dgua).
Registros fotograficos também foram feitos.

A fim de verificar se os tratamentos influenciaram a perda de massa das macas ao longo

do tempo, foram realizadas pesagens diarias nos 10 dias subsequentes aos tratamentos.
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6 Resultados e Discussao

6.1 Identificacao do Acetato de Retinol

Segundo analise sensorial, a amostra comercial de acetato de retinol apresentava-se em
forma de po, de cor amarelada e com granulos pequenos. Este resultado estda em conformidade
com a literatura cientifica que afirma que a cor do acetato de retinol pode variar de amarelo
a levemente alaranjado e também em conformidade com a alegacao apresentada no relatério
técnico emitido pelo fabricante [109]. Em relagao a solubilidade, a tabela 9 mostra o resumo

das caracteristicas observadas para os solventes testados.

Tabela 9: Solubilidade das amostras de acetato de retinol solubilizadas em Agua (A), Ace-
tonitrila & 20, 50 e 70% (AA20, AA50, AA70), Etanol a 20, 50 e 70% (E20, E50, E70), Oleo
de Soja, Oleo de Canola, Azeite de Oliva e Oleo de Tomate.

Amostra Formacao de Precipitado Homogeneidade da Suspensao
A Nenhum Homogénea
AA20 Escasso Homogénea
AA50 Escasso Homogénea
AAT0 Nenhum Homogénea
E20 Nenhum Homogénea
E50 Nenhum Homogénea
E70 Nenhum Homogénea
Oleo de Soja Abundante Heterogénea
Oleo de Canola Abundante Heterogénea
Azeite Abundante Heterogénea
Oleo de Tomate Abundante Heterogénea

De maneira geral, o acetato de retinol apresentou solubilizacao total em Agua, e boa
solubilizacao em acetonitrila e etanol em diferentes concentracoes. A solubilizagao total em
agua estd de acordo com o previsto no relatdrio técnico do produto. Quanto a solubilizacao
em O6leos vegetais, as amostras misturadas nos 4 tipos de éleos apresentaram-se heterogéneas
com formacao quase imediata de precipitado, formado por quase todo o contetido de acetato
de retinol vertido inicialmente. E importante esclarecer que o retinol é lipossolivel, contudo
em forma de acetato de retinol, este é hidrossoluvel. Juntos, estes resultados indicam que,
para a sintese de emulsoes, ndo e possivel solubilizar diretamente o ativo em Oleo. E preciso

primeiro solubiliz-lo em um dos outros meios aqui testados: dgua ultrapura (Milli-Q), etanol
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ou acetonitrila.

A confirmacao da presenca de acetato de retinol na amostra se deu pela deteccao das
massas moleculares esperadas por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF. Para tanto,
confrontou-se as informagoes das massas moleculares obtidas (figura 6) com a informacao da
massa molecular conhecida do acetato de retinol (328,49 Da) reportada no relatério técnico
emitido pelo fabricante e na literatura cientifica [113] [111].

Nao foi possivel detectar a massa molecular esperada para o acetato de retinol 329,49 Da
(referente & 328,49 Da do acetato de retinol e mais 1 Da da protonagao conferida pelo H+ (MM
= 1)) em nenhuma das 3 amostras. Contudo, nos espectros da amostra nas trés diferentes
diluicoes se destaca a presenca do fon de intensidade de sinal na regido correspondente a
massa molecular igual a 269,2 Da. Esse ion nao foi observado no espectro de massa da matriz

DHB (sem a presenga do acetato de retinol).
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Figura 6: Espectros de massa molecular do acetato de retinol em p6 diluido em 1:10, 1:100
e 1:1000 e da Matriz DHB sem o acetato de retinol.

A diferenga de massas moleculares entre a esperada, (329,49 Da) e a observada (269,2 Da)
é igual a aproximadamente 60 Da. Comparando a estrutura molecular do acetato de retinol
e do retinol, cuja férmula molecular é CoaH3209 (MM = 328,49 Da), tem-se a presenca do

grupo &cido acético, cuja férmula molecular é CH3COOH (MM = 60 Da) [72] conforme
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ilustrado na figura 7.
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Figura 7: Estrutura molecular do acetato de retinol e do retinol. Adaptado de TANU-
MIHARDJO (2013) [106].

Dessa forma, a hipdtese é de que a presenca do ion na regiao correspondente a massa
molecular nominal de 269,2 Da se deu devido a eliminagao de dcido acético (MM = 60 Da)
a partir de moléculas protonadas de acetato de retinol, apds a amostra ser submetida ao
procedimento de andlise por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF. Isso porque
a porgao da estrutura com massa molecular de 269 Da é a mais resistente e no processo
de andlise por espectrometria de massa MALDI-TOF houve a perda de componentes da
molécula de acetato de retinol, o acido acético. Essa hipdtese é confirmada pelo trabalho
cléssico de Van Breemen et al (1998) e também pelo de Vinas et al (2013) que, analisando
retinol, acetato de retinol e palmitato de retinol por meio de diferentes técnicas, também

chegaram a esse valor de massa molecular [113] [111].

6.2 Sintese dos Nanossistemas
6.2.1 Nanoemulsao

A busca pela proporcao mais apropriada entre surfactante e éleo, desenvolvida na pri-
meira etapa da otimizacao do processo de obtencao das nanoemulsoes, resultou em cinco
nanoemulsdes. As razdes surfactante e d6leo de 0,1 e 0,4 resultaram em nanoemulsoes com
valores de diametro hidrodinamico médio, potencial-¢ e PdI sem diferencas estatisticas. A
tabela 10 mostra os valores verificados.

O Z-average da amostra NE(2,3) foi estatisticamente diferente das demais amostras,
apresentando um valor expressivamente maior, alcancando a escala dos micrometros. Uma

hipotese para explicar este resultado é uma eventual formagdo de aglomerados sob estas
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condigoes ou até mesmo a presenca de alguma contaminacao na amostra.

Em relagao aos valores de Potencial-( verificados, segundo a classificacao de estabilidade
coloidal proposta pela ASTM (1985), todos as emulsoes obtidas possuem instabilidade inci-
piente, pois estao com carga superficial entre 10 e 20 mV em moédulo. Sendo assim, devido
a atracao ser maior que a repulsao, o coloide é considerado eletricamente instavel e tende a
flocular [100].

E importante ressaltar que com a mudanca de proporcao entre éleo e surfactante ha
variacao no valor da carga de superficie das amostras, evidenciado por diferenga estatistica
entre elas. Com o incremento da quantidade de 6leo e diminuicao de surfactante houve
aumento do valor em mddulo do Potencial- {, ou seja, com o aumento da quantidade de dleo
houve consequente aumento da estabilidade.

Outra observacao importante e correlacionada é que os valores de Potencial- { sao ne-
gativos, fato também reportado por Laouini et al (2012) e Yan et al (2009). Em emulsoes
os surfactantes iOnicos sao geralmente os responsaveis por fornecer carga eléctrica para as
goticulas de emulsao. Contudo, o surfactante utilizado na obtengao das nanoemulsoes do
presente estudo (Tween 80), e nos demais estudos citados, é nao iénico [71] [115] [100]. Yan
et al (2009) colocam que é possivel que este fato ocorra pela absorgao de OH das impurezas
cationicas do 6leo ou do ativo, no caso do seu estudo com [-caroteno. Para o presente es-
tudo, ja que houve relagdo entre o aumento da quantidade de 6leo e o aumento em mddulo
do Potencial- { presume-se que o 6leo foi o responsavel pela carga de superficie negativa e
por aumentar o seu valor. Quanto ao indice de polidispersividade (PdI), todas as amostras
analisadas obtiveram um valor alto (entre 0,575 e 1), indicando que todas as amostras sao

polidispersas.
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Tabela 10: Valores de Z-Average, Potencial-( e Indice de Polidispersividade (PdI) verifica-
dos por espectroscopia de fotocorrelagao e potencial Zeta de superficie das nanoemulsoes
com razoes de surfactante/dleo de 0,1, 0,4, 1,0, 2,3 € 9,0 (caNE(0,1), caNE(0,4), caNE(1,0),
caNE(2,3) e caNE(9,0) respectivamente.

Z-Average* Potencial- PdI
Amostra
(nm) (mV)

caNE(0,1) 708,66 + 80,02 -20,7 £ 0,6 0,676 & 0,068
caNE(0,4) 843,76 + 128,59 -20,1 £ 0,5 0,752 4 0,039
caNE(1,0) 713,66 + 112,84 -15,8 £ 0,3%* 1,000 £ 0,000
caNE(2,3) 2203,66 + 104,27%%¢ 17,2 + 0,8%* 1,000 & 0,000
caNE(9,0) 497,16 £ 60,39>¢  -13.4 £ 0,4%»%4 0,575 4 0,062°

*Didmetro hidrodinamico médio; para cada parametro, as letras a, b, ¢ e d indicam dife-
renga estatistica (P<0,05) quando comparado o grupo assinalado e aos grupos caNE(0,1),
caNE(0,4), caNE(1,0) e caNE(2,3), respectivamente.

De acordo com a distribuicdo do didmetro hidrodinamico em percentuais relativos de
classe por nimero de particulas (figura 8), as amostras caNE(0,1), caNE(0,4), caNE(1,0)
e caNE(2,3) apresentaram distribuigdo unimodal, ou seja, com apenas uma populacdo de
tamanho, enquanto a emulsdo caNE(9,0) possui estruturas com distribuigdo de tamanho
bimodal indicando duas subpopulagoes com tamanhos diferentes. A emulsao caNE(2,3) possui
curva de distribuigao localizada na regiao de maior diametro hidrodinamico (entre 100 e 500
nm), sendo esta também a que apresentou o maior valor de Z-Average (2203,6 + 60,2 nm).

Considerando estes resultados e tendo como critério o didmetro hidrodinamico, o Potencial-
¢ e o PdI, a amostra caNE(0,1) foi selecionada para prosseguir na préxima etapa no processo
de otimizagao da obtengao das nanoemulsdes. Apesar de que esta é similar a caNE(0,4), a
quantidade de surfactante utilizada é menor podendo representar uma eventual diminuicao

do custo de producao.
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Figura 8: Curva de distribuicao do didmetro hidrodindmico em relacdo ao nimero de
particulas verificadas por espectroscopia de fotocorrelacao nas nanoemulsées com razoes de
surfactante/éleo de 0,1, 0,4, 1,0, 2,3 e 9,0 (caNE(0,1), caNE(0,4), caNE(1,0), caNE(2,3) e
caNE(9,0), respectivamente).

Dessa forma, a segunda etapa de otimizagao prosseguiu com a obtencao de caNE respei-
tando a proporcao de 0,1 (surfactante/dleo) e variando o tempo e a velocidade de emulsi-
ficacao. Os resultados da andlise por espectroscopia de fotocorrelagao e potencial Zeta dessas
emulsoes encontram-se detalhados na tabela 11.

O diadmetro hidrodinamico médio das goticulas das nanoemulsoes obtidas com menor
tempo de emulsificacao (caNE(30)) foi de 464,40 + 24,94 nm. Com o aumento do tempo
e intensidade do processo de emulsificagao (caNE(120)) houve a formagao de goticulas com
diametro hidrodinamico médio menor, com valor de 228,83 + 11,83 nm, promissora para
aplicacoes nanotecnolégicas.

O diametro hidrodinamico médio (Z-Awverage) inicial da nanoemulsao contendo o ativo
emulsionada por 30 segundos (caNE(30)) foi estatisticamente diferente (P <0,05) da for-
mulacao inicial apés 7 dias, o que nao ocorreu com a nanoemulsao emulsionada por 120
segundos, indicando a possibilidade de que o tempo de emulsificacdo possa influenciar na

tendéncia de agregacao ou disruptura das goticulas.
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Tabela 11: Valores de Z- Average, Potencial-( e indice de polidispersividade (PdI) verificados
por espectroscopia de fotocorrelagao e potencial Zeta de superficie das nanoemulsoes de dleo
de canola e os grupos controle (sem retinol) emulsionadas por 30 segundos a 21500 rpm
(caNE(30) e caNEC(30)) ou por 120 segundos a 43000 rpm (caNE(120) e caNEC(120)), nos
dia da obtencao e apés 7 dias.

. Z-Average* Potencial PdI
Amostra Leitura
nm mV
Dia 1 464,40 + 24,94 =277+ 0,1 0,519 + 0,029
caNE(30) .

Dia 7 249,00 4 03,84 -25,4 4+ 0,2% 0,433 + 0,220

Dia 1 665,46 + 27,98  _21,4 4 0,2%" 0,629 + 0,021
caNEC(30) ) b b b

Dia 7 622,93 + 24,82% -20,6 &+ 0,3% 0,778 £ 0,158%

Dial 228,83 + 11,83%%¢ 293 4 0,04~¢ 0,708 £ 0,021°
caNE(120) . J B

Dia 7 279,13 + 04,96%?  -334 + 0,6°°¢ 0,650 & 0,058

Dial 281,30 + 13,23%%4 -20.4 + 0,04/ 0,652 + 0,065
caNEC(120)

Dia 7 290,50 + 05,36%%¢ 155 + 0,49 0,481 + 0,008%¢

*Diametro hidrodindmico médio; para cada parametro, as letras a, b, ¢, d, e, f e g, indicam
diferencga estatistica (P<0,05) quando comparado o grupo assinalado e aos grupos caNE(30)
dia 1, caNE(30) dia 7, caNEC(30) dia 1, caNEC(30) dia 7, caNE(120) dia 1, caNE(120) dia
7, caNEC(120) dia 1, respectivamente.

Em comparacao aos controles, as amostras emulsionadas por 30 segundos apresentaram
particulas com didmetros hidrodindmicos médios menores apés 7 dias de formulados, contudo,
para aquelas emulsionadas por 120 segundos nao houve essa diferenca (P<0,05). Dentre os
diferentes tratamentos foi possivel observar que as amostras que foram submetidas a agitacao
mais intensa (120 segundos a 43000 rpm) apresentaram particulas com menor diametro hi-
drodinamico médio, indicando que esta é uma condicao favoravel a obtencao de estruturas
menores.

Laouini et al (2012), ao sintetizar nanoemulsoes 6leo em dgua com 6leo MCT (composto
por uma estrutura de glicerol e trés acidos graxos de cadeia média) e Tween 80 como surfac-
tante para nanoencapsular vitamina E, também otimizou o método de preparagao e avaliou
a influéncia dos parametros de processo. Constataram que a velocidade de agitacao tem
influéncia no didmetro hidrodinamico médio das goticulas da emulsdao no sentido em que a
medida em que ha o aumento da velocidade do agitador ha reducdo do tamanho médio das
goticulas. Tsukada et al. (2009) relataram uma redugao do tamanho da particula de 220 nm
para 170 nm com aumento da velocidade de 100 a 1000 rpm. Anais et al (2009), ao obterem

uma nanoemulsao pelo método de emulsificacao-difusao, relatou uma reducao do tamanho
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médio de 554 nm a 276 nm com o aumento da velocidade de agitacao de 8000 rpm para 24000
rpm [71] [110] [6].

Todas as emulsoes possuem instabilidade incipiente, pois apresentam Potencial-( entre
10 e 30 mV em médulo. A emulsdo com maior tempo e velocidade de agitacao (caNE(30))
possui maior valor em mdédulo de Potencial-¢, mas, apds 7 dias, esse valor apresentou-se
inferior aos demais, indicando aumento da instabilidade e a necessidade de acompanhar a
estabilidade a longo prazo. Todas as amostras possuem moderada para alta polidispersao e
nao se observa padrao nos valores de PdI e o tempo de agitagao. Uma possivel explicacao
para estes valores elevados de PdI estd na formacao de micelas pelo surfactante, que pode
contribuir para o aumento do PdI. Esta elevada polidispersao implica na avaliacao do tamanho
da nanoestrutura por didmetro hidrodindmico médio (A-average), podendo superestimar ou
subestimar o tamanho real nas nanoparticulas, pois trata-se de uma média de particulas com
distribuicao de tamanhos multimodal.

A figura 9 compara a distribuicao dos diametros hidrodinamicos em relacao ao nimero das
particulas segundo intervalo de classe das nanoemulsoes obtidas nas diferentes condicoes. E
possivel verificar que independente do tempo e velocidade de emulsificacdo, as nanoemulsoes
apresentam estruturas com tamanhos distribuidos unimodalmente, formando apenas uma
populacdo de tamanho com ampla distribuicdo. A nanoemulsdo emulsificada por mais tempo
e em agitacao vigorosa (caNE(120)) estd concentrada em uma populacao de aproximadamente
40 nm, assim, é a de menor didmetro hidrodinamico. Este resultado estd de acordo com o
verificado pelo diametro hidrodinamico médio (Z-Average).

Os resultados obtidos apés as duas etapas de otimizagao indicaram que a nanoemulsao que
apresentou os parametros mais favoraveis quanto ao didmetro hidrodinamico, PdI e Potencial-
¢ foi aquela elaborada com razao 0,1 de éleo de canola/Tween 80 (caNE(0,1)), emulsionada
durante 120 segundos a uma velocidade de 43000 rpm (caNE(120)).

Estas condigoes e composicao de sintese foram satisfatérias. Guttoft et al (2015) sintetiza-
ram nanoemulsées com vitamina D preparadas por emulsificacao espontanea variando com-
posicao e condicoes de sintese e verificaram que as nanoemulsoes com os menores diametros
hidrodinamicos médios (menores que <200nm), foram as que tiveram como surfactante o
Tween 80, com relagao surfactante/éleo menores de 1 e emulsificadas em altas velocidades

de agitagao [49]. Esses resultados sd@o compativeis ao encontrado por Mayer et al (2013) em
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estudo semelhante porém envolvendo vitamina E [76]. Dessa forma, todos os testes relatados
daqui por diante foram conduzidos com nanoemulsdes obtidas seguindo rota de sintese com

esses parametros.

—— caNE(30) —— caNE(120)
30 —— caNEC(30) 25 —— caNEC(120)
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Figura 9: Curva de distribui¢ao do didmetro hidrodinamico em relagao ao niimero verificados
por espectroscopia de fotocorrelacdo das nanoemulsoes de Oleo de canola com acetato de
retinol e os grupos controle (sem acetato retinol) emulsionadas por 30 segundos a 21500 rpm
(caNE(30) e caNE(30)C) ou por 120 segundos a 43000 rpm (caNE(120) e caNE(120)C), no
dia da formulagao.

6.2.2 Nanoparticulas de Quitosana

A primeira etapa da otimizacao das qsNP resultou em nanoparticulas com polidispersao
baixa e carga de superficie alta, porém com didmetro hidrodinamico médio na escala dos
micrometros. A Tabela 12 detalha os resultados da andlise por espectroscopia de fotocor-
relacao e potencial Zeta dessas particulas e do seu controle.

O Z-Average das qsNP (com ativo) foi de 1810,6 £+ 20,5 nm, valor maior do que o verifi-
cado para a qgsNPC (sem ativo), de 1555 4+ 414,2 nm. Em relagdo a andlise do Potencial-(,
segundo a classificagao de estabilidade proposta pela ASTM (1985), a qsNP possui boa es-
tabilidade enquanto que a qsNPC possui estabilidade moderada. Kim et al (2006), obtive-
ram nanoparticulas de quitosana aprisionando retinol por método semelhante ao presente
estudo, porém com ultrasonicacao e verificaram que estas apresentaram diametro hidro-
dindmico médio de 179,00 + 38,10 nm e com excelente estabilidade coloidal (potencial-¢
= 74,86 mV)[68], valor de didmetro hidrodindmico médio muito diferente do verificado neste

estudo.
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Tabela 12: Valores de Z- Average, Potencial-( e indice de polidispersividade (PdI) verificados
por espectroscopia de fotocorrelacdo e potencial Zeta de superficie das nanoparticulas de
quitosana (qsNP) contendo acetato de retinol ou nao (qgsNPC) obtidas por nanoprecipitagao
verificados no dia da sua obtencao e apds 7 dias.

. Z- Average Potencial-( Pdl
Amostra Leitura
(nm) (mV)
NP Dia 1 1810,66 £ 20,50 58,7 £ 0,6 0,222 + 0,136
& Dia 7 1719,00 £ 242,35 42,6 + 2,1 0,828 4+ 0,129
Dia 1 1555,00 £+ 414,26 39,3 £+ 8,2¢ 0,414 £+ 0,250
qsNPC

Dia 7 1856,00 + 46,05 58,9 4+ 1,5%° 0,501 + 0,471

*Diametro hidrodindmico médio; para cada parametro, as letras a, b e ¢ indicam diferenca
estatistica (P<0,05) quando comparado o grupo assinalado e aos grupos qsNP dia 1, qsNP
dia 7, gsNPC dia 1, respectivamente.

A figura 10 mostra a distribuicdo do diametro hidrodinamico por ntimero em que as qgsNP
estao em uma unica populagdo com diametro hidrodinamico variando entre 800 nm e 3000
nm, aproximadamente, evidenciando dessa forma a necessidade de otimizacao com vistas a

reduzir o tamanho das particulas obtidas.
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30 1 gsNPC

25
20 -
15 4
10
) A

0 T T
10 100 1000

Diametro Hidrodinamico (nm)

% Relativo de Classe

Figura 10: Curva de distribui¢ao do didmetro hidrodindmico em relagdo ao niimero verificados
por espectroscopia de fotocorrelagdo das nanoparticulas de quitosana (qsNP) contendo ace-
tato de retinol ou nao(qsNPC) obtidas por nanoprecipitacao verificadas nos dia da obtengao
das formulagoes.

Em continuidade ao processo de otimizacao da sintese das qsNP, a segunda etapa con-
templou uma sintese em que foram variados os parametros para a mistura da fase organica
com a fase aquosa. A Tabela 13 mostra os valores obtidos pela andlise por espectroscopia de

fotocorrelagao e potencial Zeta das quatro formulagoes obtidas sob diferentes condigoes.
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Tabela 13: Valores de Z-Average, Potencial- e indice de polidispersividade verificados por
espectroscopia de fotocorrelagao e potencial Zeta de superficie das qsNP aprisionando acetato
de retinol variando o gotejamento da fase organica, lento (1500 uL/h) ou rapido (3000 pL/h)
na fase aquosa mantida em agitacgdo magnética moderada (600 rpm) ou vigorosa (1200 rpm).

Z- Average Potencial-( Pdl
(nm) (mV)

Amostra

qsNP(LentoModerada) 1807,30 + 15,04 68,5 £+ 0,6 0,173 £+ 0,131

gsNP(LentoVigorosa) ~ 1491,00 + 41,14 64,9 £ 1,5° 0,269 = 0,033
gsNP(RapidoModerada) 1558,70 £+ 44,55 66,9 + 0,8 0,294 + 0,138
qsNP(RépidoVigorosa)  1802,00 & 96,59 67,2 +£ 1,2 0,419 £ 0,490%¢

*Diametro Hidrodinamico médio; para cada parametro, as letras a, b e ¢, indicam diferenca es-
tatistica (P<0,05) quando comparado o grupo assinalado e aos grupos qsNP(LentoModerada),
gsNP(LentoVigorosa), qsNP(RépidoModerada), respectivamente.

Todas as formulagoes obtidas sob diferentes condices apresentaram particulas com diametro
hidrodinamico médio sem diferenga estatistica e maior que 1000 nm. Sendo assim, nenhuma
das variacoes experimentais testadas sob a fase organica e a fase aquosa foi capaz de mo-
dificar, expressivamente, o didmetro hidrodindmico médio em relacao a sintese desenvolvida
na primeira etapa da otimizagao. Sailaja et al (2011) esclareceram que a quitosana estd
disponivel com uma variedade de massas moleculares e diferentes graus de desacetilacao, e
que estas duas caracteristicas representam os maiores fatores que influenciam no tamanho da
particula e na sua agregacgao [92].

As cargas de superficie (Potencial-¢) das particulas obtidas podem ser classificadas como
de excelente estabilidade (maior que 61 mV), segundo a classificagao de estabilidade proposta
pela ASTM (1985). Hu et al (2008) e Kim et al (2006) também verificaram esta alta estabi-
lidade em nanoparticulas de quitosana. Os primeiros nanoencapsulando catequinas enquanto
que os segundos nanoencapsulando acetato de retinol obtidas por métodos semelhante. Uma
possivel explicagao pode estar relacionada ao fato de que as quitosanas com grau de desace-
tilacao superior a4 90%, apresentam varios grupos catidnicos disponiveis em sua composicao,
resultando em alta carga de superficie [54].

As nanoparticulas obtidas com a taxa de gotejamento mais lenta (qsNP(LentoModerada))
sao monodispersas (Pdl = 0,173 £ 0,131), com valor estatisticamente diferente das demais
amostras investigadas (P <0,05). O PdI também é influenciado pela massa molecular da qui-

tosana, onde o incremento desta representa o incremento do PdI e, assim, mais heterogénea
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a suspensao. Isso se da devido ao fato de que quitosana com alta massa molecular é sus-
ceptivel de ser degradada a varios fragmentos de diferentes dimensoes, o que pode levar a
nanoparticulas com dimensoes heterogéneas[54].

As amostras qsNP(LentoModerada), gsNP(RapidoModerada) e qsNP(LentoVigorosa) apre-
sentaram curvas de distribuicdao dos didmetros hidrodinamicos por percentual de classe mo-
nomodal, em torno de 1000 nm enquanto que a amostra qsNP(RapidoVigorosa) é bimodal
com duas subpopulagoes, uma variando entre 100 e 500 nm e, a outra, variando em torno de

1000 nm.

gsNP(LentoModerada)
gsNP(LentoVigorosa)
—— gsNP(RapidoModerada)
qgsNP(RapidoVigorosa)

35
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Figura 11: Curva de distribuicao do didmetro hidrodindmico em relagdo ao nimero de
particulas verificados por espectroscopia de fotocorrelacao das qgsNP aprisionando acetato de
retinol, variando o gotejamento da fase organica, lento (1500 pL/h) ou répido (3000 pL/h),
na fase aquosa mantida em agitagao magnética moderada (600 rpm) ou vigorosa (1200 rpm).

Sendo assim, com excegao das nanoparticulas obtidas com variacdo na velocidade de
agitagdo magnética da fase aquosa (qsNP(RapidoVigorosa)), todas as demais mantiveram o
mesmo perfil de distribuigdo do didmetro hidrodindmico por ntimero verificados na sintese
anterior, conforme mostra a figura 11. Para o prosseguimento do processo de otimizagao,
selecionou-se a gsNP(LentoVigorosa).

A dltima etapa da otimizagdo do processo de obtencao das nanoparticulas de quitosana
se deu pela submissao das nanoparticulas ao ultra-turrax, variando tempo e velocidade de
agitagdo deste. A Tabela 14 mostra os valores obtidos pela anélise por espectroscopia de

fotocorrelagao e potencial Zeta.
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Tabela 14: Valores de Z- Average, Potencial-( e indice de polidispersividade (PdI) verificados
por espectroscopia de fotocorrelagao e potencial Zeta de superficie de particulas de quitosana
obtidas por nanoprecipitacao submetidas ao ultra-turrax por 0 (qsNP(0)), 30 (qsNP(30)), 60
(gqsNP(60)), 120 (qsNP(120)) ou 180 (qsNP(180)) segundos.

Z-Average* Potencial- ¢ PdI

Amostra
(nm) (mV)

gsNP(0) 191566 + 251,14 543+ 1,0 0,542 =+ 0,068
qsNP(30) 1806,66 + 113,93 96,1 £ 1,1 0,552 £ 0,090
gsNP(60)  1718,66 + 75,39 542+ 09 0,594 £ 0,085
gsNP(120)  1398,00 + 52,71 542+ 0,7 0,365 £ 0,035%
qsNP(180) - - -

*Diametro hidrodinamico médio; para cada parametro, as letras a, b e ¢, indicam diferenca
estatistica (P <0,05) quando comparado o grupo assinalado e aos grupos qsNP(0), gsNP(30),
gsNP(60), respectivamente

Primeiramente é importante ressaltar que a amostra qsNP(180), ao final do processo de
agitagao, mostrou-se com coloracao acinzentada indicando que houve um possivel desprendi-
mento de fons ou fragmentos de metal do ultra-turrax pela geragao de calor. Sendo assim,
nao foi feita a leitura desta amostra para nao comprometer a seguranga do equipamento
ou alterar as caracteristicas das formulagoes. Ademais, conforme mostra a tabela 14, assim
como nas etapas anteriores, as particulas continuaram com diametro hidrodindmico médio
(Z- Average) na escala dos micrometros, com carga de superficie (Potencial-¢) que lhes confere
boa estabilidade coloidal pois estao entre 50 e 60 mV em moddulo, e moderada polidipersao,
considerando a expressao do indice de polidispersividade (PdI) em uma escala de 0 a 1.

Contudo, ao analisar o diametro hidrodinamico das particulas segundo distribuigao por
nuamero é possivel verificar que o perfil de distribuicao foi modificado, conforme mostra a figura
12. Todas as amostras apresentam duas subpopulacoes de tamanhos diferentes e, assim, com
perfil diferente das nanoparticulas obtidas nas etapas anteriores. Sugere-se que houve um
processo de quebra ou dissociacao das nanoestruturas ao serem submetidas a agitacdao no

ultra-turrax resultando em um nanossistema composto por microparticulas e nanoparticulas.
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Figura 12: Curvas de distribuicdo do diametro hidrodinamico em relagdo ao ntumero de
particulas verificadas por espectroscopia de fotocorrelacao das qsNP(0), gsNP(30), gsNP(60),
qsNP(120) e gsNP(180).

Considerando os resultados obtidos na busca por uma sintese otimizada de nanoparticulas
de quitosana aprisionando acetato de retinol, selecionou-se a formulacao qsNP(120) desen-
volvida nesta 1ltima etapa por fornecer particulas com boa estabilidade coloidal, a menor
polidispersao e com particulas que compéem um nanossistema contendo simultaneamente na-
noparticulas e microparticulas, pois é possivel que estas tenham perfis diferentes de liberacao
do ativo, o que pode ser relevante do ponto de vista nutricional. Apesar de que na etapa
anterior a qsNP(RépidoVigoroso) mostrou duas subpopulagoes de tamanhos distintos, a me-
nor subpopulagao (préximo a 100 nm) representava um menor percentual relativo quando
comparada a qsNP(120).

Por fim, apds as trés etapas de otimizacao selecionou-se as gsNP elaboradas com taxa de
gotejamento da fase organica a 1500 pL/h, sob fase aquosa mantida em agitacao magnética
constante de 1200 rpm (qsNP(LentoVigorosa)) e submetida ao ultra-turrax por 120 segundos
a uma velocidade agitacao de 43000 rpm (qsNP(120)). Todos os testes relatados daqui por

diante foram conduzidos com o nanossistema obtido seguindo estes parametros.

6.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissao e Microscopia de Forca Atomica

A avaliacdo do tamanho e forma das goticulas da nanoemulsdo de éleo de canola com
(caNE) e sem (caNEC) acetato de retinol foi realizada por MET, figura 13. Esta técnica foi
selecionada por ser usualmente a técnica utilizada para anélise da morfologia de nanoemulsoes

[98].
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As imagens obtidas (figura 13) mostram que houve a formagao de goticulas oleosas com
classes de tamanhos diferentes (confirmando o valor alto de PdI = 0,708 £ 0,021 mostrado na
tabela 11) e com formato aproximadamente esférico, tipico de nanoemulsées éleo em dgua,
isoladas e sem formagao de agregados. McClements (2012) e Yuan et al (2008) também veri-
ficaram a formacao de particulas esféricas. Contudo, diferentemente do verificado no presente
estudo, em ambos os trabalhos os autores verificaram, além da forma esférica, nanoparticulas

fusiformes ou irregulares provavelmente devido & aglomeragao de particulas menores [117]

[77).
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Figura 13: Imagens de microscopia eletronica de transmissao e histograma de distribuicao de
frequéncia dos diametros das goticulas presentes nas nanoemulsoes a) caNE (com acetato de
retinol) e b) caNEC (sem o acetato de retinol).
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Em relacao a analise quantitativa, os resultados obtidos por MET diferem daqueles obtidos
por espectroscopia de fotocorrelagao (apresentados na tabela 11), tanto para as caNE quanto
para as caNEC. Enquanto que no primeiro método (MET) o diametro médio verificado nas
caNE foi de 41,8 £+ 13,3 nm, no segundo (DLS) esta média foi de 281,30 £+ 13,23 nm. Essa
diferenca justifica-se pelo fato de que a analise por microscopia fornece dados do diametro

seco da nanoestrutura enquanto que a espectroscopia de fotocorrelacdo fornece dados do
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diametro hidrodinamico de particulas em meio liquido, e nessa condicao ha uma camada
dipolo eléctrico aderida a superficie da particula. Esta camada influencia o movimento das
particulas na andlise de espectroscopia de fotocorrelacao.

Por MFA obteve-se imagens da gsNP nao submetidas ao processo de quebra ou disso-
ciagao pelo ultra-turrax (figura 14) com o objetivo de compara-las qualitativamente com as
qsNP apéds ultra-turrax (figura 15). Enquanto que na primeira condigdo (sem ultra-turrax)
as qsNP apresentaram formato esférico bem definido (formato também verificado por Kim et
al (2006) ao sintetizar nanoparticulas de quitosana aprisionando retinol) e particulas maiores
foram mais evidentes, na segunda condi¢do (apés submissao ao ultra-turrax) as qsNP, prin-
cipalmente aquelas pertencentes a classe de menor diametro sdo mais evidentes, confirmando
os resultados verificados pela andlise de distribuicao do diametro hidrodinamico por classes
(figura 12) e nao apresentaram formato esférico bem definido e algumas chegam a ser disfor-
mes. Sendo assim, sugere-se que houve o processo de quebra ou dissociacao das particulas
grandes em menores, confirmando a formacao de duas subpopulagoes com tamanhos diferen-
tes, mostradas nos resultados obtidos por espectroscopia de fotocorrelagao (apresentados na

figura 12).

39.65
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5.00 um 12.50 x 12.50 um 12.50x12.50 [um] Z 0.00 - 39.65 [nm]

Figura 14: Imagens de microscopia de forca atomica obtidas em modo dinamico das qsNP
(com acetato de retinol) antes de serem submetidas ao ultra-turrax.

Em relacdo ao diametro, detalhado no histograma de distribuicao de frequéncia dos
diametros (figura 15), nao foi compativel com o verificado por espectroscopia de fotocor-
relacao (apresentado na tabela 14). O didametro médio verificado por MFA estd na escala dos
nanometros, enquanto que nos resultados por espectroscopia de fotocorrelacao esta média

estd na escala dos micréometros (Z-average das qsNP(120) = 1398,00 + 52,71 nm). Este
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fato justifica-se da mesma maneira que para as andlises por MET, ou seja, este valor menor
refere-se ao diametro seco. Contudo, Gaumet et al (2008) ressaltam que, para a quitosana,
esta nao é uma explicacao completa e relaciona esta diferenca de tamanhos as influéncias
do pH sofridas pelas cadeias de quitosana. Mais especificamente, devido ao fato da quito-
sana ser um polissacarideo catidonico com propriedades fisicoquimicas especificas que variam
com o pH, onde o pH neutro, induz a condensacao das cadeias mais do que em pH &acidos.
Portanto, como medicoes foram feitas em dgua nao tamponada, espera-se que as cadeias de
quitosana foram alongadas devido ao pH acido, obtendo-se o didmetro hidrodinamico maior

em comparagao com as medigoes feita em ambiente neutro ou em estado seco [41].
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Figura 15: Imagens de microscopia de forga atomica obtidas em modo dindmico das qsNP
apds serem submetidas ao ultra-turrax. Histograma de distribuicao de frequéncia dos
diametros hidrodinamicos das qgsNP (com acetato de retinol) apds serem submetidas ao ultra-
turrax.

As imagens obtidas das gsNPC (sem ativo) (figura 16), mostraram duas dreas com diferen-
tes caracteristicas. Na figura 16-A vé-se apenas alguns aglomerados de estruturas, enquanto
que na figura 16-B é possivel observar uma trama de fibras similar a geralmente formada
pelas moléculas de quitosana. Para ambos os casos, nao foi possivel observar a presenca das
gsNPC de maneira evidente, indicando que as nanoestruturas ao serem depositadas para var-
redura do MFA perdem a sua conformagao. Visto que as nanoparticulas com o ativo (qsNP),
também ao serem depositadas, mantiveram a sua conformacao e foi possivel a varredura no
equipamento; entende-se que o ativo faz parte da conformacao da nanoparticula e lhe confere

estabilidade maior.
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Figura 16: Imagens de microscopia de forca atomica obtidas em modo dinamico das qsNPC
(sem o ativo) apds serem submetidas ao ultra-turrax.
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6.3 Testes com os Nanossistemas
6.3.1 Reprodutibilidade dos Nanossistemas

Segundo a andlise por espectroscopia de fotocorrelacao e potencial Zeta, os trés lotes das
caNE produzidas apresentaram didmetro hidrodinamico médio sem diferenga estatistica. Ja
o potencial-C e o PdI apresentaram pequenas diferencas. Apesar dessa diferenga estatistica
(P <0,05), para os dois parametros, os lotes se classificariam da mesma maneira: com insta-
bilidade incipiente e polidispersos.

Ja para as qsNP s6 houve diferenga estatisticamente significativa (P <0,05) para o
potencial-¢, onde o lote 3 apresentou valor maior que o lote 1. Porém, assim como para
as caNE, esse valor nao alterou a classificacdo do comportamento da estabilidade coloidal de
acordo com o padrao de classificacdo. A Tabela 15 apresenta todos os resultados obtidos,
para ambas estruturas.

Analisando o diametro hidrodinamico das caNE segundo distribuigdo por nimero (figura
17) é possivel perceber que os lotes 1 e 3 apresentaram perfil semelhante, pois ambos possuem
particulas em uma tnica populagao. J4 o lote dois apresentou uma distribuicao por niimero
bimodal, pois aparecem duas subpopulacoes. Para os lotes das qsNP, observa-se que estas
mantiveram o mesmo perfil de distribuicdo bimodal, com duas subpopulagoes de tamanhos

diferentes.
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Tabela 15: Valores de Z-Average, Potencial- e indice de polidispersividade verificados por
espectroscopia de fotocorrelagdo e potencial Zeta de superficie dos lotes de nanoemulsoes
(caNE) e dos lotes das nanoparticulas de quitosana (qsNP) e os respectivos controles.

pH Z-Average* Potencial-( PdI
Amostra
(nm) (mV)

Lote 1 6 327,46 + 14,91 -25.1 4+ 0,2 0,782 + 0,033

Lote 2 6 288,30 + 23,27 26,6 £ 0,4° 0,503 £ 0,009%
2 Lote 3 6 299,16 + 23,71 -24,6 + 0,6° 0,773 £+ 0,029°
S LotelC 6 770,50 + 142,699b¢ 5,0 £ 0,2%¢ 0,743 + 0,035°

Lote2C 6 278,76 + 38,17¢ -11,6 £ 0,124 (0,935 4 (,023b¢

Lote3C 6 204,93 + 5,45¢ -11,4 £ 0,20bcd (587 + (,127%¢¢

Lote 1 4 1185,00 + 58,50 61,6 + 3,0 0,381 £ 0,042

Lote 2 4 1154,33 + 26,02 69,1 + 0,3 0,322 + 0,082
= Lote 3 4 1292,66 + 38,94 69,9 + 0,8% 0,314 £ 0,038
& LotelC 3 1047,66 + 32,02 68,3+ 4,7 0,653 £+ 0,1279%¢

Lote2C 3 3907,00 + 1270,09%<¢ 72,9 + 1,9¢ 1 + oabed

Lote 3C 3 1136,33 + 58,62¢ 66,2+ 3,0 0,575 + 0,087

*Didmetro hidrodindmico médio; para cada nanossistema e parametro avaliado, as letras a,
b, ¢, d e e, indicam diferenca estatistica (P <0,05) quando comparado o grupo assinalado e
aos grupos do lote 1, lote 2, lote 3, lote 1 C, lote 2 C, respectivamente.
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Figura 17: Curvas de distribuicao do diametro hidrodindmico em relacdo ao nimero verifi-
cados por espectroscopia de fotocorrelagdo comparando os trés lotes das a) nanoemulsoes e
b) nanoparticulas de quitosana aprisionando acetato de retinol.

Apesar das pequenas diferencas estatisticas, é possivel inferir que para fins de padro-

nizacao e reprodutibilidade as condicoes de sintese garantiram a formacgao e estabilizacao

das nanoestruturas, pois a diferenca nao afetou o perfil das nanoestruturas conforme padrao
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estabelecido na literatura.

6.3.2 Estabilidade dos Nanossistemas

As amostras armazenadas a 20° C e 5° C foram analisadas nos dias 1, 7, 14, 21, 28, 60 e
90 apos suas formulacoes. A figura 18 mostra a variacao do diametro hidrodinamico médio

ao longo do tempo.
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Figura 18: Avaliacao da estabilidade coloidal da caNE e gsNP ao longo de 90 dias de arma-
zenamento & 20° C e 5° C. Dados relativos ao diametro hidrodinamico médio (Z-average).

*Para cada condicdo de armazenamento, as letras a, b, ¢, d, e e f, indicam diferenca estatistica
(P <0,05) entre os diametros hidrodindmicos médios analisados nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 60
apés as formulagoes, respectivamente.

As nanoemulsoes (caNE) armazenadas nas duas temperaturas apresentaram diferenca es-
tatisticamente significativa (P <0,05) no valor do diametro hidrodindmico médio (Z-average)
na ultima andlise, aos 90 dias de armazenamento. Dessa forma, é possivel afirmar que em
até 60 dias esse nanossistema permaneceu estavel, sem agregacao ou disrupcao das goticulas
da nanoemulsdo. A temperatura de armazenamento nao interferiu na estabilidade coloidal.

Este resultado indica que o potencial zeta de superficie da nanoemulsao nao foi o tinico
a influenciar na sua estabilidade coloidal. Além disso, em geral, nanoemulsoes polidispersas
tendem a perder a estabilidade devido a coalescéncia das goticulas [99]. No presente estudo,
apesar de que as nanoemulsoes apresentaram alta polidispersidade (tabela 15), estas perma-
neceram estaveis até pelo menos 60 dias. Ademais, a nanoemulsao parece ter sido uma boa
estratégia para o aprisionamento do acetato de retinol, algo almejavel, j4 que a instabili-
dade desse é devido a presenca de duplas ligagoes conjugadas que se desfazem facilmente na

oxidagao ou por isomerizagao na presenca de oxidantes, [21] e que em nanoemulsao éleo em
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agua o retinol dentro da fase oleosa é cercado por uma camada de éleo e dgua e a invasao
desses agentes ao redor é suprimido por essa camada, resultando em alta estabilidade ao
retinol [116].

As gsNP, para as duas condicoes de armazenamento, a partir do 21°dia apresentaram di-
ferenca estatisticamente significativa (P <0,05) no diametro hidrodinamico médio em relagao
ao dia da formulacao, sugerindo que as qsNP sao estaveis em suspensao por no méximo
21 dias e, assim, sao menos estdaveis que as caNE. Este fato causa estranheza, ja que as
gsNP tem potencial Zeta que lhe confere excelente estabilidade coloidal e pouca tendéncia &
aglomeragcao, que deve ter explicacao em propriedades intrinsecas aos nanossistemas.

E importante esclarecer que em armazenamento a 20° C nao foi possivel analisar a amostra
no dia 90 apés a formulagao, pois a leitura inicial indicou valor de diametro hidrodinamico
médio muito alto, valor que ultrapassou os limites de leitura e confiabilidade do equipamento
e, sendo assim, esta amostra foi excluida das analises.

E importante ressaltar que estes resultados sao relacionados a estabilidade fisica dos
nanossistemas e que, da forma como o ensaio foi conduzido, nao ha evidéncias do estado do
ativo aprisionado ao final do periodo de armazenamento. Cheong et al (2008) e Yuan et al
(2008) aprisionaram em nanoemulsoes a-tocoferol e - caroteno, respectivamente. Ambos
estudos resultaram em nanoemulsoes fisicamente estaveis a longo prazo, mas com reducao
de teor dos ativos [18] [117]. Dessa forma, ressalta-se a necessidade de desenvolver estudos

futuros avaliando o teor e a integridade do ativo nanoaprisionado.

6.3.3 Eficiéncia de Encapsulamento do Acetato de Retinol

Em relacao a eficiéncia de encapsulamento das nanoemulsoes, que aqui neste estudo foi
considerada de 100 %, é importante salientar que apesar de que o acetato de retinol é soltivel
em Agua, sua por¢ao mais resistente (retinol) é lipossolivel o que indica que este ativo ficou
retido no nucleo oleoso da nanoemulsao.

A média das leituras de absorbancia das soluctes resultantes das qsNP e qsNPC ultra-
filtradas foi de 0,053 e 0,061, respectivamente, as quais foram interpoladas em uma curva
de calibragdo (padrao). As leituras para calibragdo geraram uma reta com coeficiente de

correlagao de 0,9922 (figura 19).
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Figura 19: Curva padrao de acetato de retinol livre com dgua ultrapura (Milli-Q) em dez
diferentes concentragoes, com base no méximo utilizado para formulagoes (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100%) com leitura de absorbancia no comprimento de onda de 370 nm.

Aplicando o valor da média das absorbancias da solucao ultrafiltrada a partir da qsNP
(de concentracao final desconhecida) & equacao obtida pela curva de calibracao, cdlculo da

concentracao da solucao problema tem-se o seguinte:

A =0,0581C — 0,013, (1)

onde A é o valor das médias das absorbancias da solugao ultrafiltrada a partir da qsNP e C é
a concentracao estimada em (%), tem-se que a concentracao percentual de acetato de retinol
(C) da solucao ultrafiltrada é de 1,13%. Se a concentragao inicial era de 41 mg entao 0,463
mg estavam livres, ou seja, conseguiram atravessar a membrana do microtubo e estavam

presentes na solucao ultrafiltrada. Aplicando este valor & seguinte férmula,

EE = ARiniCial - ARlivre/ARinicial * 100 (2)

onde, EE é a eficiéncia de encapsulamento, AR, ¢ a quantidade de acetato de retinol
usada na formulacdo e ARpure ¢ a quantidade estimada de acetato de retinol livre apds

filtragdo, verifica-se que a eficiéncia de encapsulamento (%) foi de 98,87%.
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Estes valores estdo préximos aos verificados por Kim et al (2006), que desenvolveram
nanoparticulas de quitosana aprisionando retinol com eficiéncia de encapsulamento (%) entre
91,2 e 95,1%, variando a concentracao de retinol, onde, quanto maior a quantidade de reti-
nol menor foi a capacidade de encapsulamento [67]. Esta alta eficiéncia de encapsulamento,
verificado no presente estudo e no de Kim et al (2006), se d& possivelmente pela interagao

eletrostética entre o grupo amina da quitosana e o grupo hidroxila do retinol [68].

6.3.4 Taxa de Liberacao do Acetato de Retinol em Meio Fisiolégico

Assumiu-se, como referéncia, as absorbancias do acetato de retinol livre, onde a maxima
absorbancia deste ativo livre representou o equivalente & 100% de liberacao. A partir dessa
referéncia calculou-se o valor percentual de liberacao do ativo pelas nanoestruturas e, assim,

identificou-se o padrao de liberagao destas ao longo de 8 horas (figura 20).
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Figura 20: Perfil de liberacao do acetato de retinol das nanoemulsdes e nanoparticulas de
quitosana com ativo em fluido mimético gastrico (EcaNE e EqsNP) e em fluido mimético
intestinal (IcaNE e IqsNP).

No FMG a liberacao das qsNP foi mais expressiva enquanto que no FMI as nanoemulsoes
de destacaram. Para as qsNP o percentual ultrapassou o correspondente & 100% da liberacao
do ativo livre. Esse fato sugere que o meio pode ter induzido a dissociacao de elementos do
nanossistema, capazes de incrementar a absorbancia. Esse fato foi observado também nos
grupos controle (dados nao mostrados).

A caNE liberou menos de 20% em meio mimético gastrico, mas em meio mimético intes-

tinal apresentou liberagao moderada na primeira hora e em seguida liberacao crescente até
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alcancar quase 80%. J4 as qsNP, no meio mimético géstrico, liberou o ativo constantemente
enquanto que no meio mimético intestinal liberou lentamente com o méximo de 40%. Para
ambos os casos, houve um mecanismo de disparo para a libertagao do ativo aprisionado de
maneira dependente de pH e meio fisiologico.

Muitas varidveis podem ter interferido na liberagao do ativo nanoaprisionado, dentre elas
a morfologia e as dimensoes das nanoestruturas, a solubilidade do ativo na nanoestrutura,
estado de polimorfismo de nanoemulsoes, eficiéncia de encapsulamento e valor de pH do meio
[32]. Para ambos os casos, sugere-se que o pH influenciou na liberacdo do ativo. Nao ha
indicios de que as dimensoes das qsNP tenham interferido no perfil de liberacao, conforme
hipotese levantada anteriormente neste trabalho.

Dentre os perfis de liberagao dos dois nanossistemas, o da nanoemulsio apresenta um
diferencial. Por nao liberar o ativo em FMG e libera-lo em FMI, este representa uma protecao
do ativo na condigao géstrica e sua liberacao no intestino, que é sitio de absor¢ao do retinol
[32].

Sistemas de entrega de nanoestruturas sintetizadas por métodos do tipo bottom-up nor-
malmente apresentam polidispersao, o que pode limitar a liberacao do ativo. Em um sistema
polidisperso, nanoestruturas maiores supostamente apresentam maior capacidade de carga
enquanto que as nanoestruturas menores apresentam maior eficiéncia na distribuicdo nos
tecidos ou células. Dessa forma, mesmo que a eficiéncia de encapsulamento seja alta, a
distribuigao pode ser fraca e interferir na eficicia terapéutica ou nutricional [46].

Uma importante consideracao a ser feita é sobre a biodisponibilidade do retinol nanoa-
prisionado nas nanoestruturas (qsNP e caNE). Biodisponibilidade, conforme j4 foi explicado
no presente estudo, refere-se a fracao de determinado nutriente que fica disponivel para as
funcoes fisiolégicas do organismos [5] [106]. De maneira mais especifica, a biodisponibilidade
é a fracao de um ativo que consegue ser absorvido através das paredes intestinais e alcangar a
corrente sanguinea. Nao necessariamente tudo que é absorvido através do intestino consegue
ficar biodisponivel devido aos vérios processos envolvidos na absor¢ao de nutrientes [2].

Contudo, sugere-se que o nanoaprisionamento pela quitosana (qsNP) é uma abordagem
favoravel ja que permite a absor¢ao de nanoparticulas por enterécitos e células M. Isso porque
a quitosana, por ser um polissacarideo cationico, introduz grupos hidrofilicos sobre a superficie

da particula que, por sua vez, estabelece interagoes idnicas com a camada de mucina que
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reveste a superficie dos enterdcitos e camadas M carregada negativamente e consequentemente
aumenta a hidrofilicidade da superficie da nanoestrutura e promove a translocagao desta em
todo o citoplasma celular [2].

Jé no caso da nanoemulsao (caNE), sdo vérios os autores que concordam que a presenga de
lipideos na dieta aumenta a biodisponibilidade do retinol [13] [106] [40]. Por causa da natureza
lipossoluvel do retinol e porque sua absorcao ocorre por difusao passiva, de maneira seme-
lhante e conjuntamente a absorcao do colesterol e de produtos da lipdlise de triglicerideos, e
dessa forma, uma maior concentragao de gordura ingerida com o retinol representa maior ab-
sorgao intestinal [106] [13]. Para tanto, pequenas quantidades de lipideos podem representar

aumento do retinol sérico [61].

6.4 Desenvolvimento da Pelicula Comestivel
6.4.1 Desenvolvimento da Pelicula Comestivel

Houve formagao de solucao filmogénica (SF), transparente, incolor e inodora, de acordo
com o esperado segundo relatos da literatura cientifica para peliculas elaboradas com amido[62].
Em relagao aos componentes da pelicula, escolheu-se o amido como biopolimero pois este é
um dos polissacarideos mais utilizados para obter peliculas biodegradaveis devido a sua capa-
cidade de formar uma matriz continua [24]. A formacao da SF a partir de amidos é explicada
pelo fenémeno de gelatinizacdo. A estrutura granular semicristalina dos amidos apresenta
uma ordem que é mantida devido a ligagoes de hidrogénio entre hidroxilas de polimeros adja-
centes. Contudo, com o excesso de dgua e aumento da temperatura, esta estrutura é alterada
de maneira irreversivel e, consequentemente, a sua ordem molecular é perdida dando origem
a uma matriz polimérica homogénea e amorfa, ou seja, a SF [74].

Apesar da excelente propriedade de formacao de filme, comparativamente aos polimeros
plasticos, os amidos formam peliculas com carater hidrofilico e pobres propriedades mecéanicas.
Sendo assim, optou-se por acrescentar o glicerol, como agente plastificante, para incrementar
as propriedades fisicas e mecanicas, e também para retardar a retrogradacgao do revestimento.
Este plastificante foi reportado na elaboracao de diferentes revestimentos comestiveis por di-
ferentes autores [62] [24] [74]. Para este fim, também 6leo vegetais melhoram as propriedades
mecanicas do filme. Contudo a quantidade de caNE nao foi capaz de influenciar na formacao

da pelicula.
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O método de aspersao foi utilizado em detrimento ao método de imersao por dois motivos.
Primeiramente, por possibilitar o controle da quantidade de solugao filmogénica aplicada, e
assim, a quantidade de acetato de retinol possivelmente veiculado, além disso, por ser o

método usualmente utilizado na industria.

6.4.2 Avaliagcao da Aplicacao da Pelicula Comestivel

De maneira geral, as macgas, independente do tratamento recebido, apresentaram boa
aparéncia geral ao longo dos dez dias de observagao. Os registros fotograficos estdao nas
figuras 21 e 22. O grupo de macas que receberam tratamento com solucao filmogénica,
independente da presenca de nanossistemas, indicaram a formagao de pelicula invisivel, sem
formacao de saliéncias ou rugosidade, indicando que a solucao filmogénica foi adequada para
o revestimento destas frutas.

Para andlise qualitativa de brilho e cor, o dia 2 foi escolhido como referéncia, ao invés
do dia 1, para que houvesse o tempo de secagem da pelicula. Contudo, uma maca do grupo
tratado com SF e gsNP (grupo c da figura 21) ainda apresentava filme fresco em sua superficie,
indicando que é necessario mais de um dia para a total secagem da pelicula formada sob as
condicoes utilizadas no presente trabalho.

Ainda pela andlise qualitativa, observou-se que nao houve aumento ou reducgao de brilho
de nenhuma das macas dos grupos que receberam algum dos tratamentos em relagao ao
tratamento com 4gua (controle), bem como qualquer alteracao de cor. Também, apds os 10
dias, nao houve alteragao de brilho ou cor de nenhum dos grupos em relagao ao dia 2.

Ao verificar se os tratamentos influenciaram a perda de massa das macas ao longo de
dez dias (figura 23), observa-se que o grupo de magcas tratadas com SF, SF e caNE e caNE
perderam mais massa do que as do grupo tratado com agua, enquanto que os grupos tratados
com SF e qsNP e gqsNP foram aqueles com as menores perdas.

A variacao de perda de massa (%) entre o primeiro e iltimo dia do grupo de magas
tratado com dgua foi de 0,65%. Ja a variagao de perda de massa (%) para o mesmo periodo
dos grupos de macas tratados com SF, SF e caNE e caNE foi igual & 0,89, 0,77 e 0,68%),
respectivamente, enquanto que os grupos de magas que receberam tratamento com SF e
gsNP e gsNP apresentaram variacao de 0,61 e 0,59%, respectivamente. Comparativamente ao

grupo de magas que receberam tratamento com agua, os grupos tratados com SF, SF e caNE

76



e caNE tiveram maior variacao e os grupos tratados com SF e qsNP e qsNP apresentaram

menor variagdo. De qualquer maneira as variacoes foram bastante pequenas, se considerada

a massa total das macas e sendo sempre inferior a 1%.

i

Figura 21: Registro fotogréafico das magas no dia 2 apés os tratamentos com a) agua b)
solugao filmogénica (SF) c¢) solucao filmogénica e nanossistema de quitosana com acetato de
retinol (SF e gsNP) d) nanossistema de quitosana com acetato de retinol (qsNP) e) solugao
filmogénica e nanoemulsao de dleo de canola com acetato de retinol (SF e caNE) f) nanoe-
mulsao de 6leo de canola com acetato de retinol (caNE).

Figura 22: Registro fotografico das magas no dia 10 apds os tratamentos com a) dgua b)
solucao filmogénica (SF) c¢) solugao filmogénica e nanossistema de quitosana com acetato de
retinol (SF e qsNP) d) nanossistema de quitosana com acetato de retinol (qsNP) e) solugao
filmogénica e nanoemulsao de dleo de canola com acetato de retinol (SF e caNE) f) nanoe-
mulséo de 6leo de canola com acetato de retinol (caNE).
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Figura 23: Valores de perda de massa (%) ao longo de 10 dias das macas tratadas com dgua,
solugao filmogénica (SF), solugao filmogénica e nanossistema de quitosana com acetato de
retinol (SF e qsNP), nanossistema de quitosana com acetato de retinol (qsNP), solucao fil-
mogénica e nanoemulsao de éleo de canola com acetato de retinol (SF e caNE) e nanoemulsao
de dleo de canola com acetato de retinol (caNE).

A perda de massa acontece, principalmente, devido a perda de agua. Esta perda estd
diretamente ligada & passagem de vapor d’adgua. Adicionalmente, podem ocorrer perdas de
substancias volateis. Essas perdas resultam no murchamento das frutas e, consequentemente,
na perda de suas caracteristicas sensoriais. Se a pelicula for capaz de reduzir essa perda de
massa, esta promoverd um possivel aumento da vida de prateleira da fruta revestida [112].

O grupo de macas tratadas com SF e qsNP e apenas qsNP apresentaram as menores
perdas de massa (%), inclusive em relagdo ao grupo controle (apenas dgua). Uma possivel
explicacao para este fato estda na caracteristica altamente hidrofilica da quitosana que, em
ambiente refrigerado, pode conferir maior adsor¢ao de agua no revestimento resultando em
uma diminuicdo da for¢a motriz para a transferéncia de dgua do interior para o exterior
do fruto; ou ainda a dgua adsorvida pelo revestimento incrementar a massa e interferir na
pesagem e subestimando a perda de massa (%) [37].

Por fim, este trabalho nao poderia deixar de levantar algumas consideracoes importantes
sobre a qualidade nutricional das macas com acetato de retinol aprisionado em nanossistemas
e veiculados pela pelicula comestivel.

Em relagdo a quantidade de vitamina A veiculada, considerando a quantidade de for-
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mulacao, tanto de caNE quanto de gsNP, utilizada no desenvolvimento das peliculas co-
mestiveis, foram planejadas para que a quantidade de acetato de retinol veiculada seja o
equivalente a 15 % da recomendagao diaria de 300 pg ( = 45 pg), segundo a IDR (Reco-
mendacao de Ingestao Dietética) do Instituo de Medicina (IOM), para criangas de 1 & 3 anos
[59]. Esse valor de 15%, atende aos critérios de adi¢ao de nutrientes essenciais para alimentos
fortificados, estabelecido pela portaria n® 31, de 13 de janeiro de 1998 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasil.

Apesar da importancia da vitamina A no metabolismo do corpo humano, o consumo
elevado deste nutriente oriundo de alimentos de origem animal, alimentos fortificados ou
suplementos didrios pode ser t6xico [106]. Penniston e Tanumihardjo (2006) [89] em revisao
sobre os efeitos téxicos agudos e cronicos da vitamina A, destacam a sensibilidade das criancas
a esse nutriente e esclarecem que a toxicidade aguda em criancgas ocorre quando a ingestao
de vitamina A, em um periodo de horas ou poucos dias, é 20 vezes maior que a RDA e a
toxicidade crémnica é de 100,000 g em um periodo menor do que 6 meses.

Sendo assim, para que o consumo de maca fortificada com 45 pg de acetato de retinol seja
téxico para uma crianca de 1 a 3 anos de idade, seria preciso que fossem consumidas 133 macas
em poucas horas ou alguns dias ou o equivalente & aproximadamente 2.222 macas em menos
de 6 meses, para que este consumo represente toxicidade aguda e cronica, respectivamente.
Dessa forma, entende-se que a quantidade de acetato de retinol, possivelmente veiculada
pelas macas, nao ofereceria efeito téxico, apesar de serem necesséarios estudos futuros acerca
da investigacao da possivel toxicidade desse alimento fortificado.

Outra consideracao importante é em relagao ao aumento do valor energético da fruta re-
vestida devido ao amido presente na pelicula. Considerando a quantidade de amido utilizada
para a formulagao da pelicula (1 g em 100 mL), e que foram aspergidos 1 mL em cada magca
e tendo como parametro a média dos pesos de todas as magas verificado no primeiro dia do
ensaio de perda de massa (%) ( = 128,69 g), segundo cdlculos realizados pela plataforma para
célculos de dieta Calcnut [107], houve aumento de 81,07 kcal para 81,11 kcal, o que néo pode

ser considerado relevante do ponto de vista nutricional.
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7 Conclusoes

e A analise qualitativa do acetato de retinol utilizado para a formacao dos nanossiste-
mas indicou que este estava soba forma de pé, com coloragao amarelada, com granulos
pequenos, em conformidade com a literatura cientifica e com relatorio técnico do forne-
cedor. Esta amostra foi solivel em dgua e etanol a 20, 50 e 70% e insoltivel nos éleos de
soja, canola, tomate e azeite. Por espectrometria de massa, confirmou-se a identidade
e presenca de retinol, pela deteccao da massa molecular deste considerando a perda da

massa molecular do grupo acido acético do acetato de retinol.

e Obteve-se uma nanoemulsao otimizada de 6leo de canola com razao 0,1 de dleo de ca-
nola/Tween 80, emulsionada durante 120 segundos a uma velocidade de 43000 rpm.
Esta apresentou diametro hidrodinamico médio de pouco mais que 220 nm, potencial
negativo que lhe confere instabilidade coloidal incipiente e polidispersao moderada. Por
microscopia eletronica de transmissao, verificou-se que houve a formacao de goticulas
oleosas com classes de tamanhos diferentes e com formato esférico, tipico de nanoe-

mulsoes 6leo em agua, isoladas e sem formacao de agregados.

e Houve a formacao de uma formulagao constituida por nanoparticulas e particulas de
quitosana, elaboradas com taxa de gotejamento da fase organica a 1500 pL/h, sob fase
a aquosa mantida em agitagao magnética constante de 1200 rpm e submetida ao ultra-
turrax por 120 segundos a uma velocidade de agitacao de 43000 rpm. Esta formulacao
apresentou qsNP com didmetro hidrodindmico médio de 1000 nm, distribuidos em duas
classes de tamanho, com didametros hidrodinamicos de 100 e 1000 nm. Estas apresen-
taram potencial- ¢ positivo, e, assim, apresentam comportamento coloidal altamente
estavel e sdo pouco polidispersas. Por microscopia de forca atomica, confirmou-se a
formacao de duas subpopulacdes com tamanhos diferentes mostradas nos resultados
obtidos por espectroscopia de fotocorrelacao e foi possivel visualizar que as qsNP, prin-
cipalmente aquelas pertencentes a classe de menor diametro hidrodinamico, sao mais
evidentes, nao apresentam formato esférico bem definido e algumas chegam a ser dis-

formes.

e A otimizacdo dos processos de sintese das caNE e gqsNP propiciaram a formacao de

nanoemulsao e nanoparticulas de quitosana por dois métodos que foram reprodutiveis.
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Os lotes, de cada um dos nanossistemas, apresentaram o mesmo perfil de diametro

hidrodinamico médio, estabilidade coloidal e polidispersao.

A nanoemulsao permaneceu estavel até 60 dias apds a sua sintese, pois nao houve al-
teracao do seu tamanho indicando que nao houve agregacao ou dissociacdo de suas
goticulas. A temperatura de armazenamento nao interferiu na estabilidade coloidal. As
qsNP permaneceram estaveis até 21 dias apds a sua sintese. Apesar da estabilidade
fisica, é necessério, em estudos futuros, avaliar o teor e a condi¢do do ativo nanoaprisi-

onado.

Nao foi possivel verificar a eficiéncia de encapsulamento (%) da nanoemulsao devido &
sua conformagcao fisica nao permitir metodologia apropriada para esse calculo; contudo,
esta conformagao sugere o nanoaprisionamento de 100% do ativo. Ja a eficiéncia de
encapsulacao (%) das qsNP foi de 98,67%, valor condizente com o verificado por outros

autores.

No meio mimético gastrico, a liberacao das qsNP foi mais expressiva enquanto que no
meio mimético intestinal a taxa de liberacao da calNE foi mais expressiva por liberar em
meio mimético intestinal, local de absorcao do acetato de retinol. Houve a interferéncia
na leitura das absorbancias de algum elemento constituinte das nanoestruturas. Sugere-
se que o pH seja o mecanismo de disparo para a liberacao dos ativos de ambos os
nanossistemas. A nanoemulsao teve perfil de liberagao favoravel a protecao do ativo no

estomago, e liberagao no sitio de absorcao deste, no intestino.

Houve formacao de solugao filmogénica (SF), transparente, incolor e inodora. A SF
apresentou fluidez que permitiu ser aplicada em macas por aspersdo. As macas, inde-
pendente do tratamento recebido, apresentaram boa aparéncia geral ao longo dos dez
dias de observagao. Estas nao apresentaram alteracoes de brilho e cor em relagao aque-
las que somente foram tratadas com dgua. O grupo de magas revestidas com SF, SF e
caNE e caNE teve a perda de massa (%) maior do que as do grupo tratado com agua.
Contudo, o grupo de macas tratadas com SF e qsNP e gqsNP foram os com menores

perdas de massa (%).
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Apéndice 1

Tabela 16: Valores de Z-Average, Potencial-¢ e indice de polidispersividade verificados por
espectroscopia de fotocorrelacao e potencial Zeta de superficie nas nanoemulsoes de 6leo de
canola e nas nanoparticulas de quitosana e os grupos controle (sem retinol) verificados para
as andlises de microscopia de forga atomica e eletronica de transmissao (MFA e MET), nos
testes de reprodutibilidade e estabilidade das nanoestruturas e na eficicia de encapsulagao e

taxa de liberagao (dialise) do acetato de retinol.

Experimento Amostra Z- Average* Potencial Zeta PdIl
(nm) (mV)
<t
E caNE 225,66 + 1,45 -19,4 + 0,6 0,571 £+ 0,101
—~ caNEC 226,53 + 3,61 -10,2 + 0,3 0,861 + 0,040
E qsNP 1031 £+ 19,92 63,6 £ 0,6 0,258 £+ 0,003
gsNPC 756,53 + 124,10 68,9 + 1,6 0,789 £+ 0,183
i': caNE 224,20 £+ 7,01 -32,0 £ 0,3 0,410 + 0,013
.- caNEC 2813,66 + 377,21 -11,4 £ 0,3 0,707 £ 0,037
% gsNP 1104,33 £+ 14,36 66,3 + 1,5 0,286 + 0,029
E qgsNPC 942,70 £+ 102,61 66,2 + 4,5 0,647 £ 0,071
. caNE 223,93 + 11,61 -25,6 £ 0,4 0,463 £+ 0,030
£ caNEC 244,43 + 23,62 -18,0 + 0,9 0,719 + 0,042
EE) gsNP 1284,66 + 44,06 66,6 £ 0,3 0,390 £+ 0,077
qsNPC 810,66 + 131,33 59,7 + 1,4 0,838+ 0,151
© caNE 320,23 4+ 10,43 -28,4 + 0,9 0,658 £+ 0,101
% caNEC 500,8 £ 109,57 -19,3 £ 0,4 0,963 £+ 0,062
A gsNP 997,96 + 25,29 60,1 + 10,2 0,439 £+ 0,032
qgsNPC 1057,03 4+ 131,09 472 £ 28 0,601 £+ 0,073




